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Au contraire du bacille de Ja tuberculose des bovidés, dont 
la virulence pour toutes les espéces de mammiléres est trés 
élevée, le bacille du type humain se montre peu pathogéne, 
voire tout a fait inoffensif 4 l’égard de plusieurs d’entre elles : 
le porc, la chévre, le mouton et le boeuf en particulier. Le 
lapin, également, est assez peu réceptif au bacille humain, 
mais la résistance qu’il lui oppose n’est ni absolue, ni cons- 
tante (1), de sorte qu’il convient d’observer certaines précau- 
tions lorsqu’on effectue des inoculations chez cet animal, en 
vue du diagnostic des types bacillaires. 

Assez souvent, en effet, les cultures de bacilles humains ino- 
culées au lapin, par voie veineuse, a la dose de 1 milligramme 
ou au-dessus, produisent des lésions viscérales graves, qui 


(1) Il est couramment admis que la réceptivité du lapin au bacille 
humain peut varier dans une assez large mesure, selon l’age et la race, 
et méme, toutes autres conditions étant égales, selon les individus. 
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peuvent entrainer la mort en quelques semaines, c’est-d-dire 
dans un délai aussi court que s’il s’agissait d’une faible dose 
de bacilles bovins. D’ot la régle, formulée par W. Park et 
Ch. Krumwiede (2), suivant laquelle, pour étre valables, les 
inoculations différentielles intraveineuses de cultures doivent 
étre faites, chez le lapin, & la dose uniforme de 0 milligr. 01. 

Les lapins qui recoivent dans la veine marginale de |’oreille, 
cette dose de bacilles bovins de virulence standard, meurent 
entre Ja quatriéme et la huitiéme semaine avec des lésions 
granuliques, nodulaires ou diffuses, massives, intéressant sur- 
tout les poumons, les reins, la rate et le foie. 

Dans les mémes conditions et dans le méme temps, le bacille 
de type humain ne provoque généralement que des lésions 
minimes, sous la forme de quelques tubercules caséeux, du 
volume d’une téte d’épingle 4 celui d’une lentille, disséminés 
a Ja surface des deux poumons. Certaines souches, cependant, 
sont susceptibles de produire une infection évolutive, qui pro- 
gresse si rapidement, en s’accompagnant de lésions si nom- 
breuses et si étendues, qu’elle risque d’étre confondue, vers 
la fin du deuxiéme mois, avec l’infection que déterminent les 
souches bovines de virulence tant soit peu affaiblie. 

Au cours de ses trés intéressantes recherches sur la tuber- 
culose des enfants, J. W. Blacklock (3) a isolé plusieurs de ces 
bacilles humains anormalement pathogénes. Sur 52 souches 
eugoniques, qui furent inoculées au lapin par voie veineuse, 
a la dose de 0 milligr. 01, deux ont provoqué, en trente a 
trente-cing jours, le développement de lésions pulmonaires 
extensives et de tubercules rénaux ; néanmoins, |’identifica- 
tion de ces souches au type humain put étre assurée par ce 
fait que plusieurs lapins auxquels on en inocula 10 milli- 
grammes sous la peau, ne présentérent dans la suite que des 
lésions locales et quelques foyers caséeux sur les poumons. 
Dans trois autres. cas (4), les lésions observées par Blacklock 


(2) Journ. Med. Res. 23, 1910, p. 286. 

(3) J. W. Bracxtock. Med. Res. Council. Spec. Series, n° 172, 1932. 

(4) Déduction faite de deux essais dont les résultats furent faussés, 
dans un cas par une tuberculose spontanée & bacilles bovins de l’animal 
inoculé, dans ]’autre parce que la culture, isolée d’une enfant, était 
composée par un mélange de bacilles humains et de bacilles bovins. 
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sur les lapins sacrifiés soixante-cing jours, au minimum, aprés 
l’inoculation intraveineuse, étaient de gravité moyenne ; elles 
consistaient surtout en nodules pulmonaires plus ou moins 
volumineux ou confluents et en petits tubercules rénaux. I ne 
fut relevé que des lésions insignifiantes sur les lapins inoculés 
avec les 47 autres souches. 

En raison des résultats équivoques que l’inoculation intra- 
veineuse peut ainsi donner dans quelques circonstances, divers 
expérimentateurs ont proposé d’employer d’autres voies : 
sous-cutanée [A. S. Griffith] (5), péritonéale [L. Cobbett! (6), 
oculaire [Schick et F. Krusius] (7), dermique [Bruno Lange 
et Tadao Toda] (8), pleurale [A. Boquet et R. Laporte! (9), 
méningée [A. Boquet et R. Broca] (10), cérébrale [I. Bertrand, 
J. Bablet et F. Bloch] (114). 

Pour ce qui concerne la voie méningée, nes premiéres expé- 
riences, confirmées par T. de Sanctis Monaldi et G. Natali (12), 
et par A. Saenz et D. Morel Fatio (43), ont démentré que l’ino- 
culation d’une faible dose (0 milligr. 01 ou 0 milligr. 001) de 
bacilles bovins de virulence normale, détermine réguliérement 
chez les lapins, une paralysie progressive qui débute au cours 
du troisiéme ou du quatriéme septénaire et se termine par la 
mort quelques jours plus tard (14). 


Il est exceptionnel que les bacilles humains produisent des 
symptOmes méningo-encéphalitiques aux mémes doses et dans 


(5) A. S. Grirrita. Roy. Comm. Tuber. Fin. Rep. I, p. 36. 

(6) L. Cosserr. Roy. Comm. Tuber. Fin. Rep. Ill, p. 133 et 331. 

(7) F. Scuicx et F. Krusrus. Veréffentl. d. R. Koch. Stift. z. Bekdmpf. 
d. Tuberk., 1918, fasc. 5-7, p. 133 (cité par A. CaLMeErts). 

(8) T. Topa. Zeits. f. Tuberk., 40, 1930, 302. 

(9) A. Bogue et R. Laporte. C. R. Soc. de Biol., 109, 1935, 1250. 

(10) A Bogurr et R. Broca, Ces Annales, 55, 1935, p. 8. — A. Boguer. 
C. R. de Biol., 127, 1938, p. 575. 

(11) J. Bertranp, J. Banter et F. Brocu. Ces Annales, 59, 1937, p. 231. 

(12) T. pe Sancris Monatpr et G. Nataut. Boll. Sez. Ital. Soc. Intern. 
Microb., fasc. X, octobre 1937. 

(13) A. Sarnz et D. Monet Fatio. C. R. Soc. de Biol., 127, 1938, p. 14. 

(14) Dans les mémes conditions, Vinoculation intraméningée de 
bacilles aviaires provoque également, chez le lapin, comme nous l’avons 
démontré, l’évolution d’une méningo- encéphalite mortelle, Mais les 
caractéres du bacille aviaire sont toujours si nettement différents, et 1’ino- 
culation sous-cutanée au cobaye donne des résultats d’une telle évidence, 
que toute confusion avec le bacille bovin est impossible. 
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les mémes délais. Toutefois, l’inoculation de certains souches 
trés pathogénes de ce type peut étre suivie, entre la cinquiéme 
et la huititme semaine, du développement de troubles paraly- 
tiques qui évoluent lentement vers la mort. 


Les différences ainsi constatées entre le pouvoir pathogéne 
du bacille bovin et celui du bacille humain a |’égard du lapin, 
sont assez prononcées et assez constantes pour aider, dans les 
cas embarrassants ou douteux, 4 la détermination des types 
bacillaires au moyen de Vinoculation sous-occipitale (tech- 
nique de L. Martin). 

Une expérience plus étendue devait cependant faire appa- 
raitre l’intérét qui s’attache 4 l'étude des anomalies de viru- 
lence que nous avons relevées chez plusieurs souches de bacilles 
humains. Elle nous a conduit 4 rechercher si, parmi ces sou- 
ches anormales, il s’en trouvait dont les caractéres pathogénes 
seraient tels qu’ils ne pourraient ¢tre distingués de ceux du 
bacille bovin. C’est ce que nous examinerons au cours de ce 
mémoire, dans lequel, prenant pour base les résultats de |’ino- 
culation intraméningée au lapin, nous avons essayé de préciser, 
pour les bacilles tuberculeux des mammiféres, la mesure et 
la valeur diagnostique de leur virulence spécifique. 


I. — Inoculation intraméningée de bacilles de type bovin. 


La virulence des bacilles bovins peut étre étudiée par lino- 
culation intraméningée soit des produits suspects directement, 
soit de bacilles isolés de ces produits par culture. 


A. — INOCULATION INTRAMENINGEE DIRECTE DE PRODUITS 
BACILLIFERES. 


Les organes tuberculeux (ganglions lymphatiques) ont été 
inoculés le jour méme ot ils avaient été saisis 4 l’abattoir (15). 
Un fragment, prélevé stérilement dans la masse caséo-calcaire 


(15) Nous tenons a remercier tout particuli¢rement M. le D? Prud- 
homme, chef du service d’Inspection vétérinaire sanitaire aux abattoirs 
de Vaugirard, de l’amabilité avec laquelle il a bien voulu mettre 4 notre 
disposition les produits tuberculeux qui ont servi a ces recherches. 
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préalablement incisée et flambée, était pesé, broyé tel quel 
dans un mortier et mis en suspension dans une quantité déter- 
minée d’eau physiologique. Les inoculations furent effectuées 
& doses variables, sous le volume de 0 c. c. 3. 

Aucun incident ne s’est produit les jours suivants, jusqu’a 
l’apparition des premiers troubles moteurs relevant de I’infec- 
tion tuberculeuse des méninges et du cerveau. Aucun des 
lapins inoculés n’a présenté Je moindre signe d’une infection 
méningée due & des germes autres que le bacille de Koch. 


3 novembre 1937 (Bg &). — Ganglion de pore inoculé a deux 
lapins, 4 raison de 0 milligr. 8 par animal. L’ensemencement 
de cet organe a donné une culture de bacilles bovins. 


1 décembre 1937. — Un lapin meurt de pasteurellose pleuro-pulmo- 
naire sans avoir présenté de symptémes méningés. 


2 décembre 1937. — Le deuxiéme lapin est parésié ; puis, la paralysie 
s’aggrave et la mort survient le 9 décembre 1937. 


Durée de lVincubation : Vingt-sept jours. 
Durée de la maladie ; Sept jours. 


Autopsie : Pas de lésions viscérales. Rares tubercules méningés, culture 
du cerveau positive pour le bacille bovin. 


1° décembre 1937 (Bg 12). — Ganglion de boeuf inoculé a 
deux lapins, a raison de 0 milligr. 8 par animal. 


10 décembre 1937. — Début de la paralysie chez les deux lapins. 
Aggravation progressive jusqu’a la mort, survenue le 23 décembre 1937 
pour le premier lapin, le 30 décembre 1937 pour le second. 

Durée de Vincubation : Vingt-huit jours. 

Durée de la maladie : Treize jours et vingt jours. 

Autopsie : Quelques granulations pulmonaires sur un des lapins. 


Nombreux tubercules pulmonaires caséeux et un tubercule rénal sur 
lautre. 


19 décembre 1937 (Bg 14). — Ganglion de pore inoculé a 
deux lapins & raison de 2 milligrammes par animal. L’ense- 
mencement de cet organe a donné une culture de bacilles 
bovins. 

18 décembre 1937. — Début de la paralysie chez un lapin ; aggravation 
lente ; mort le 6 janvier 1938. 
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3 janvier 1938. — Début de paralysie chez le deuxiéme lapin ; aggra- 
vation progressive ; mort le 18 janvier 1988. 


Durée de Vincubation : Vingt-neuf jours et quarante-cing jours. 
Durée de la maladie : Dix-neuf jours et quinze jours. 


Autopsie : Rares granulations pulmonaires chez le premier lapin. 
Granulations et nodules pulmonaires caséeux assez nombreux sur 
l’autre. Dans les deux cas, nombreuses granulations méningées, riches 
en bacilles de Koch. 


11 décembre 1937 (Bg 18). — Ganglion de bouf inoculé a 


‘deux lapins a raison de 1 milligramme par animal. 


10 janvier 1938. — Un lapin meurt sans avoir présenté de symptémes 
méningés. 

13 janvier 1938. — Le deuxiéme lapin se paralyse et meurt le 19 jan- 
vier 1938. 


Durée de Vincubation : Trente-trois jours. 


Durée de la maladie : Six jours. 


e 


24 décembre 1937 (Bg 21). — Ganglion de boeuf inoculé a 
deux japins 4 raison de 1 milligramme par animal. 


19 janvier 1938. — Un lapin meurt sans avoir présenté de symptémes 
méningés. 
5 mars 1938. — Le deuxiéme lapin se paralyse et meurt le 9 mars 1938. 


Durée de l’incubation : Soixante et onze jours. 
Durée de la maladie : Quatre jours. 


Autopsie : Trés nombreuses granulations sur les poumons, la rate, 
le foie et les reins. Un fragment de cerveau inoculé a trois cobayes les 
a tuberculisés en quatre 4 cing semaines (tuberculose généralisée). 


31 décembre 1937 (Bg 23). — Ganglion de boeuf inoculé a 
deux lapins 4 raison de 4 milligramme par animal. 


15 janvier 1938. — Un lapin meurt sans avoir présenté de symptomes 
méningés. 

16 février 1938. — Le deuxiéme lapin se paralyse et meurt le 28 fé- 
vrier 1938. 


Durée de Vincubation : Quarante-huit jours. 


Durée de la maladie : Douze jours. 
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Autopsie: Fines granulations sur les méninges ; quelques nodules 
caséeux sur les poumons. 


L’inoculation directe, par voie sous-occipitale, de fragments 
d’organes contaminés par des bacilles de type bovin, aboutit 
donc, dans tous les cas, & la production d’une méningite mor- 
telle. Mais infection tuberculeuse des enveloppes et des 
centres nerveux se manifeste aprés une période d’incubation 
de durée trés variable (extrémes vingt-sept jours et soixante 
et onze jours), peut-étre en raison d’une homogénéisation 
imparfaite du produit virulent et des germes qu’il contient, 
peut-étre aussi 4 cause de la teneur plus ou moins élevée en 
bacilles vivants des tissus moculés ; d’autres expériences nous 
ont, en effet, montré que la dose minima pathogéne pour le 
cobaye (inoculation sous-cutanée), des ganglions tuberculeux 
de boeuf ou de porc, varie entre 0 milligr. 01 et 0 milligr. 004 
ou moins, selon les échantillons. 

Dans presque tous les essais rapportés ci-dessus, la méningite 
a évolué plus vite vers la mort quand elle se déclarait aprés une 
période d’incubation plus longue. 

Enfin, les résultats des autopsies indiquent que les méninges 
doivent étre trés perméables au bacille bovin ; des décharges 
bacillaires dans la circulation sanguine survenant peu de 
temps aprés l’inoculation, il s’ensuit que les organes abdomi- 
naux et les poumons sont infectés a bref délai. La contamina- 
tion précoce et, sans doute, continue de ces organes durant 
la premiére phase de l’infection, se traduit par ]’organisation 
de lésions évolutives, qui progressent pendant toute la période 
d’incubation et au cours de l’évolution de la méningite. 


B. — INOCULATION INTRAMENINGEE DE BACILLES BOVINS 
PROVENANT DE CULTURES. 


L’emploi de cultures pour Ja détermination des types bacil- 
laires permet d’éliminer d’emblée, en les considérant comme 
appartenant au type humain — réserves faites pour quelques 
cas que nous examinerons plus loin, — toutes les souches 
eugoniques, c’est-d-dire celles qui donnent sur les milieux 
X% Voouf glycériné, aprés une période d’incubation relative- 
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ment courte, des colonies isolées ou confluentes, séches, 
rugueuses, mamelonnées ou plissées, qui s’accroissent rapi- 
dement. Transplantées sur la pomme de terre au bouillon 
glycériné, ces colonies doivent s’y développer, aprés un délai 
de quelques jours, sous la forme d’un enduit blanc grisatre, 
qui s’épaissit peu a peu et se plisse, pour donner une couche 
granuleuse ou une membrane cérébriforme ; souvent le 
bouillon sous-jacent & la pomme de terre se recouvre d'un 
mince voile blanc, mais le liquide conserve toute sa limpidité. 


a) Bacilles bovins récemment isolés, de virulence 
normale. 


Lorsqu’on a affaire & une souche dont la végétation maigre 
et lente (dysgonique), aboutit aprés plusieurs semaines seule- 
ment, 4 la production de petites colonies isolées, arrondies, 
bombées, blanches et lisses, rappelant l’aspect habituel des 
colonies de bacilles bovins, on en préléve, avec la spatule, une 
petite quantité, 1 4 10 milligrammes (16), par exemple, que 
l’on dissocie, comme d’ordinaire, dans un ballon stérile, garni 
de billes de verre. La masse microbienne est ensuite mise en 
suspension dans de l’eau physiologique, de facon a obtenir, 
finalement, une dilution contenant 0 milligr. 02 de bacilles par 
centimétre cube. On inocule la moitié de cette dose & deux 
lapins, par voie sous-occipitale, soit 0 milligr. 04 par animal. 

Sil s’agit de bacilles bovins de virulence normale, les lapins 
ainsi infectés par voie méningée présentent, du quinziéme au 
vingtiéme jour (tableau I), des signes de parésie du train pos- 
térieur qui se manifestent, dés le début, par des troubles carac- 
téristiques de la démarche et, surtout, par la difficulté 
qu’éprouve l’animal a se remettre sur ses pattes quand on 
l’a couché sur le cdoté, En vingt-quatre ou quarante-huit heures, 


(16) Il est souvent impossible de peser exactement des quantités de 
bacilles de l’ordre de 1 milligramme ou au-dessous, mais tous les expé- 
rimentateurs qui préparent souvent des suspensions bacillaires, par- 
viennent a estimer le poids des colonies, d’aprés leur volume, avec une 
approximation suffisante pour ces recherches. En admettant que l’erreur 
soit de l’ordre de 10 4 15 p. 100, elle ne risque pas de fausser les résul- 
tats d’expériences qui comportent l’emploi de dilutions au cinquantiéme 
de milligramme ou au-dessous. 
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Tasteau I. — Bacilles de type bovin récemment isolés, 
inoculés par voie méningée (1). 
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19° jour. 
45° jour. 
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15° jour. 


26° jour. 
37° jour. 
4le jour. 


69° jour. 
92° jour. 
49° jour. 
21° jour. 
21° jour. 
23° jour. 
35° jour. 
36° jour. 
45° jour. 
52° jour. 


20° jour. 
25° jour. 


14° jour. 

48° jour. 

48° jour. 

16° jour. 

46° jour. 
0 


22° jour. 
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a 


48° jour. 


49° jour. 


49° jour. 
24° jour. 
2° jour. 
16° jour. 


19° jour. 


24° jour. 
7° jour. 
22° jour. 
3° jour. 
22° jour. 
20° jour, 
20¢ jour. 
49° jour. 
24¢ jour. 
6° jour. 
34° jour. 
49° jour. 
48° jour. 
57° jour. 
57¢ jour. 
76° jour. 


Survit le 115° jour. 


23° Our. 
27° jour. 
25 jour. 
28° jour. 
46° jour. 
46° jour. 


56¢ jour (3). 
54° jour (4). 


Surviten bonne santé le 4452 jour. 


8e jour. 
8° jour. 
31° jour 
16° jour. 
36° jour. 
4° jou. 
20° jour. 
24° jour. 
25¢ jour. 
24° jour. 
21° jour. 
2e jour. 
27° jour. 


(5 


y 


}. 


(1) Les souches d’origine humaine employées dans ces expériences ont été mises a 
aporte et K. Meyer. 


notre disposition par nos collégues A. Saenz, R. Li 
(2) Cette souche, inoculée au lapin par voie cérébrale, 


voqué une paralysie quia 


torziéme jour. ; 
(3) Présence do quelques tubercules caséeux sur les poumons. 
(4) Présence de quelques granulatious sur les poumons. 
(5) Présence de quelques granulations sur les poumons. 


dla dose de 0 milligr. 05, a pro- 
débulé le douziéme jour et s’est terminée par la mort le qua- 
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ORIGINE 
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de la souche 
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Boeuf (adénite) 25° jour.}26° jour (6). 
28° jour.|29° jour (7). 

Boouf (adénite) 0 8° jour. 
49° jour.) 23° jour. 


= — 
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Enfant (aboes froid). . . |43° jour. |48° jour. 
j45° jour. }48* jour. 
Vache [utérus] (8)... . {13° Jour. }20° jour. 
119° jour.|22° jour. 
Boouf (adénite) 0 28° jour. 
30° jour. |35¢ jour. 


— = 
loo) I 


(6) Sacrifié agonisant. 

(7) Sacrifié agonisant, | 
(8) Souche isolée d'un fragment d'utérus qui nous fut envoyé par le Dr Plum, de 
l'Institut Sérothérapique de TEtat danois. Trois autres échantillons d’utérus de vache, | 

également envoyés par le Dt Plum, nous ont donné des bacilles de type aviaire. 


a 


la paraplégie devient compléte et la paralysie s’étend a la 
région antérieure du corps ; les lapins cessent de s’alimenter, 
maigrissent rapidement et restent allongés sur leur litiére, 
immobiles ou agités de légers soubresauts. L’hyperesthésie est 
telle, en particulier dans la région cervicale, que le moindre 
attouchement le long de la colonne vertébrale & ce niveau 
provoque des réactions des muscles de la face, exprimant une 
vive douleur. La mort survient de deux a six jours aprés l’appa- 
rition des premiers signes, rarement plus. 

La période d’incubation est plus longue lorsqu’on diminue 
les quantités de bacilles inoculés : deux a six jours, exception- 
nellement onze jours, pour une dose dix fois moindre 
(0 milligr. 004), et la maladie évolue & peu prés dans les mémes 
délais que précédemment : quatre 4 sept jours, exceptionnel- 
lement onze jours. 

A lVautopsie, on trouve une congestion, souvent trés accen- 
tuée, des méninges craniennes et, en plus ou moins grand 
nombre, des granulations méningées au niveau du bulbe, de 
la protubérance, du cervelet et des hémisphéres jusqu’aux 
lobes frontaux. Ces granulations sont parfois confluentes en 
plaques sur la membrane €paissie, ou disséminées le long 
des vaisseaux ; elles contiennent généralement de trés nom- 
breux bacilles de Koch. 
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Lorsque la maladie se prolonge, les bacilles qui se répandent 
dans l’organisme par la voie sanguine, a partir des foyers 
meningés, comme chez les animaux des précédentes expé- 
riences, se multiplient dans les viscéres éloignés, et donnent 
naissance, dans les poumons, A de multiples granulations. 


b) Bacilles bovins anciennement isolés et de virulence 
affaiblie. 


La détermination du type bacillaire au moyen de l’inocu- 
lation sous-occipitale au lapin, ne préte pas & confusion quand 
les résultats se présentent comme ceux du tableau I : toute 
culture qui provoque une méningite rapidement mortelle 
aprés une période d’incubation de quinze & vingt jours pour 
une dose de 0 milligr. 04 ou de vingt A vingt-cing jours pour 
une dose de 0 milligr. 001, appartient incontestablement au 
type bovin. 

Mais le probleme se complique quand la virulence des sou- 
ches étudiées a été affaiblie soit dans l’organisme des sujets 
infectés (certaines souches isolées de lésions lupiques chez 
homme ou de ganglions tuberculeux chez le porc), soit au 
cours d’une végétation prolongée sur les milieux artificiels. 
Nous en donnons ci-aprés trois exemples démonstratifs. 


4° Soucue Rinsarp. — Cette souche a été isolée par M. Rin- 
jard, directeur du Centre des recherches vétérinaires au Minis- 
tére de l’Agriculture, du lait d’une vache atteinte de mammite 
tuberculeuse. En 1935, inoculée par voie veineuse, a la dose 
de 1 milligr. 5 elle tuait des génisses de douze 4 quinze mois 
en quatre & cing semaines, avec des lésions granuliques 
généralisées (17). 

Une génisse de quinze mois qui avait recu dans la jugulaire, 
le 5 avril 1938, 0 milligr. 4 de la souche Rinjard, n’a présenté 
4 l’autopsie effectuée trois mois plus tard, que de rares tuber- 
cules pulmonaires gris et une hypertrophie assez marquée des 
ganglions médiastinaux et trachéo-bronchiques. Des deux 
lapins qui recurent en méme temps, par voie veineuse, 


(17) Ce renseignement nous a été fourni par M. Rinjard, 4 qui nous 
renouvelons nos cordiaux remerciements. 
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0 milligr. 01 de cette souche, un est mort en soixante-quinze 
jours avec des Iésions pulmonaires confluentes et des tuber- 
cules sur les reins ; l’autre a été sacrifié le quatre-vingt-dixiéme 
jour ; il présentait des lésions nodulaires caséeuses, confluentes 
et massives, sur les poumons, et des tubercules sur les reins. 

L’épreuve par voie sous-occipitale que nous avons faite en 
1938 sur deux lapins, a donné les résultats suivants : 


DOSE INOCULEE DEBUT DATE 

atmos de la paralysie de Ja mort 
milligramme 

ONO eters ee tse SED plate en Re Dee OULES 27° jour. 

NUE Sale ccers Oar At < cipek Meeees Adele OUrs 30° jour. 
2° SoucuE Van Deinse. — En 1935, une souche bovine 


isolée par M. F. Van Deinse, s’est montrée hautement patho- 
eene pour le lapin, soit par inoculation intraveineuse, d’aprés 
les expériences de notre collégue, soit par inoculation intramé- 
ningée, d’aprés nos propres essais. 


Epreuve de 1935 par voie sous-occipitale. 


DOSE INOCULEE 


; DEBUT DATE 
tant de la paralysie de Ja mort 
ARs Reeves LOE Roe aay dda, deo. SS IOuly, 44° jour. 
Od et ie dae, te ds gates Toe eee SOU 47° jour. 
OOM sos sa at Soars weed wei Pe oan Seer Os SOUR 23° jour. 
OS O01 cteswne. te yoatse ys. Gln. vcierepae Ose utd ete een | OLLIE 25° jour. 


Cette souche, entretenue depuis lVisolement par M. F. Van 
Deinse, a perdu une grande partie de sa virulence pour le 
lapin et pour le cobaye. 


Epreuve de 1938 par voie sous-occipitale. 


DOSE INOCULEE 


DEBUT DATE 
en 2 
milligramme de la paralysie de Ja mort 
UR SUR nS gs wale Gerd cue Seco oF SLO iO Tie. 44° jour. 
O00 civic ee ee ees Tere DO} OUR. 76° jour (4). 
O00Ls Sie eS ee es A 0 22° jour. 
UM Be os ond ais on oetetae es 34° jour. 56° jour (2). 


(1) Présence d'un nodule caséeux (lentille) sur chaque poumon. La durée 
anormale de lincubation chez cet animal semble résulter d’une inoculation 
défectueuse. 

(2) Présence de quelques granulations pulmonaires. 
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3° SoucnE H. Vatiér. — Bien que sa virulence fat déja 
affaiblie en 1935, la souche dite Bovine Vallée, provoquait alors 
chez le lapin, & la dose de 0 milligr. 00008 le développement 
d’une méningite qui débutait du quarantitme au soixante- 
sixiéme jour aprés l’inoculation sous-occipitale et se terminait 
par la mort en quinze a trente-quatre jours. 

Les résultats résumés ci-aprés prouvent que l’inoculation 
intraméningée au lapin permet encore de mettre en évidence 
les caractéres du type bovin de la souche Vallée, dont les 
propriétés pathogénes n’ont pourtant pas cessé de décroitre 
lentement. 


Epreuve de 1938 par voie sous-occipitale. 


DOSE 1 o . 
ve eilegs DEBUT DATE 
milligramme de la paralysie de la mort 
OOM ee areas auctor user agers aon a ORE 4 6 0 §° jour. 
OO Atpaetaw rath estas i arate Senaaeee ell nda re, fs 19° jour. 24° jour. 


On ne peut évidemment fonder une conclusion ferme sur des 
expériences ne portant que sur trois souches. Néanmoins, les 
observations qui précédent tendent a prouver que les bacilles 
du type bovin, méme lorsqu’ils ont perdu de leur virulence 
spécifique, peuvent encore étre distingués des souches de 
bacilles humains anormalement pathogénes par ce fait que, 
inoculés au Japin par voie sous-occipitale, ils déterminent 
régulisrement l’évolution d’une méningite mortelle, aprés un 
délai relativement court et a des doses parfois trés faibles. 

D’autres essais nous ont montré que les souches de bacilles 
bovins presque entiérement dépourvues de virulence pour le 
lapin et pour le cobaye, comme le BCG de Calmette et Guérin, 
ou si atténuées qu’elles ne provoquent plus chez le cobaye 
qu’un abcés local accompagné d’une adénite de voisinage, 
sont complétement inoffensives pour le lapin en inoculation 
intraméningée a la dose de 0 milligr. 01. 


CONTROLE DE LA VIRULENCE DES SOUCHES DE TYPE BOVIN 
PAR L INOCULATION INTRAVEINEUSE AU LAPIN. 


L’épreuve par inoculation, dans la veine marginale de 
Yoreille, de 0 milligr. 01 d’une partie des souches de bacilles 
bovins précédemment étudiées, a donné des résultats habi- 
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TABLEAU II. 
NUMERO DES SOUCHES RESULTATS 


Mort le 55¢ jour. Tuberculose généralisée. 

Mort le 58¢ jour. Tuberculose généralisée. 

.|Mort le 50° jour. Tuberculose généralisée. 

Mort le 45° jour. Tuberculose généralisée. 

Mort le 33° jour. Lésions granuliques gé- 
néralisées. 

Mort le 33° jour. Lésions granuliques gé- 
néralisées. 

Mort le 21° jour. Granulie pulmonaire. 

Mort le 60° jour. Tuberculose pulmonaire 
massive. Granulations sur rate et reins. 

.|Mort le 25¢ jour. Poumons criblés de gra- 
nulations. 

Mort le 41° jour. Tuberculose généralisée. 

.|Mort le 9° jour. Pasteurellose. 

Mort le 50° jour. Tuberculose généralisée. 

.|Mort le 44° jour. Poumon criblé de fines 
granulations. 

Mort le 43* jour. Granulie pulmonaire, ré- 
nale et splénique. 

-|Mort le 32° jour. Poumons criblés de gra- 
nulations. 

Mort le 58° jour. Tuberculose pulmonaire 
massive. Granulations sur rate et reins. 


tuels : tuberculisation rapide et massive des organes, reins, 
rate et poumons entrainant la mort en cing a huit semaines 
(tableau II). Il y a donc concordance entre les résultats de 


’épreuve de virulence par voie veineuse et ceux de |’ épreuve 
par voile méningée. 


II. — Inoculation intraméningée de bacilles 
de type humain. 


A. — INOCULATION INTRAMENINGEE DIRECTE DE PRODUITS 
BACILLIFERES. 5 


Pour réussir, l’inoculation sous-occipitale de crachats ou de 
tout autre produit contaminé par des microbes d’infection 
secondaire, exige naturellement que la destruction, au moven 
de la soude ou de l’acide sulfurique, des germes pathogénes 
associés au bacille de Koch soit totale ; d’autre part, la neu- 
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tralisation du réactif employé pour ce traitement doit étre 
complete, afin d’éviter la production d’accidents nerveux 
immeédiats. 

Les produits liquides non contaminés secondairement peu- 
vent €tre imoculés tels quels ou étendus d’eau physiologique, 
selon leur richesse en bacilles observée A ]’examen microsco- 
pique. 

Quant aux fragments de Iésions prélevés & V’autopsie de 
malades tuberculeux, ils sont, au préalable, broyés et traités 
par l’acide sulfurique ou par la soude et neutralisés ; ceux qui 
ont été prélevés aseptiquement (biopsie de lésions externes 
non ulcérées, tissus excisés au cours d’opérations chirurgi- 
cales), et ceux qui proviennent d’animaux sacrifiés, sont 
broyés, mis en suspension dans de l’eau physiologique et 
inoculés directement comme les produits d’origine bovine. 


24 avril 1937. — Granulation pulmonaire provenant d’un 
lapin ayant recu par voie veineuse 0 milligr. 04 de la souche 
n° 26 (tableau III). Inoculation intraméningée 4 deux lapins, 
& raison de 5 milligrammes par animal. 


26 avril 1937. — Un lapin meurt sans avoir présenté de symptémes 
méningés. 
24 aotit 1937. — Le deuxiéme lapin se paralyse et meurt le 8 sep- 


tembre 1937. 
Durée de Vincubation : Cent dix-huit jours. 
Durée de la maladie : Quinze jours. 


Autopsie : Aucune lésion viscérale tuberculeuse. 


46 décembre 1937. — Granulation caséeuse de la rate d’un 
cobaye (souche de bacilles humains n° 33, tableau IID), ino- 
culée & deux lapins, A raison de 1 milligr. 5 par animal. 


17 janvier 1938. — Un lapin meurt sans avoir présenté de symptomes 
méningés. 

21 janvier 1938. — Un lapin meurt sans avoir présenté de symptdmes 
méningés. 

93 décembre 1937. — Inoculation 4 deux lapins de 0c. c. 5 


d’exsudat pleural purulent, riche en bacilles de Koch. 
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19 janvier 1938. —- Début de la parésie du train postérieur chez un 
lapin. 


24 janvier 1938. — La paraplégie est compleéte et l’animal, dont l'état 
général ne parait d’ailleurs pas autrement affecté, reste immobile sur 
sa litiére. Les jours suivants, la paralysie s’atténue ; le lapin récupére 
peu a peu la faculté de se remettre debout sur ses quatre pattes et 
méme marche. 

Dans la deuxiéme quinzaine de février, la marche est redevenue assez 
facile ; cependant quand on force l’animal a se déplacer rapidement, 
son train postérieur fléchit et ses pattes postérieures trainent sur le sol. 
L’appétit reste normal et l’amaigrissement est peu prononcé. 

Le 15 mars 1938, alors qu’on espérait assister sinon 4 une guérison 
totale, du moins a une stabilisation durable des troubles nerveux amé- 
liorés, la paraplégie redevient brusquement totale et la mort survient 
le 17 mars 1988. 


_Durée de Vincubation : Vingt-sept jours. 
Durée de la maladie : Cinquante-sept jours. 


Autopsie : On trouve quelques fins tubercules sur les méninges de 
la base et un assez grand nombre de nodules caséeux sur, les poumons. 


Le deuxiéme lapin est mort le 2 février 1938, sans avoir présenté de 
symptOmes méningés. 


27 décembre 1937. — Inoculation 4 deux lapins de 5 milli- 
grammes de pus d’abces froid (enfant). 


21 avril 1938. — Un lapin meurt sans avoir présenté de symptémes 
méningés. 


Autopsie : Aucune lésion viscérale. Un fragment de cerveau est inoculé 
a trois cobayes (voir p. 506). 


22 juillet 1938. — Le deuxiéme lapin meurt sans avoir présenté de 
symptomes méningés. 


Autopsie : Aucune lésion viscérale. 


6 janvier 1938. — Inoculation 4 deux lapins de 5 milli- 
erammes de crachats bacilliféres. 
19 janvier 1938. — Un lapin meurt. 


25 mai 1938. — Le lapin survivant présente une parésie nette du 
membre postérieur gauche. Amélioration 4 partir du 2 juin 1938, puis 
état stationnaire. L’animal meurt le 21 juin 1938. 


Durée de Vincubation : Cent trente-six jours. 


Durée de la maladie : Vingt-sept jours. 
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Autopsie : Un des poumons contenait un gros nodule caséeux. Le 
cerveau et les méninges étaient congestionnés, mais il n’existait pas 
de granulations tuberculeuses superficielles. L’examen microscopique 


de frottis des méninges a permis d’y déceler la présence de quelques 
bacilles de Koch. 


1° mars 41938. — Inoculation 4 deux lapins de 2 milli- 
grammes de rate tuberculeuse provenant d’un cobaye infecté 
au moyen de la souche 17 (tableau IID), trés virulente 


4 avril 1938. — Un lapin est paralysé ; il meurt le 12 avril 1938. 


23 avril 1938. — Le deuxiéme lapin est paralysé ; il meurt le 23 mai 
1938. 


Durée de Vincubation : Trente-cinq jours pour le premier lapin ; 
cinquante-quatre jours pour le second. 


Durée de la maladie : Huit jours pour le premier lapin ; trente jours 
pour le second. 


Autopsie : Pour le premier lapin, congestion et épaississement des 
méninges, pas de granulations visibles, mais présence de trés nombreux 
bacilles de Koch dans les frottis des méninges. 


Pour le second lapin, pas de lésions méningées apparentes, mais pré- 
sence de nombreux nodules caséeux dans les poumons. 


10 janvier 1938. — Inoculation 4 deux lapins de 5 milli- 
grammes de pus d’abcés froid. 


Les deux lapins n’ayant présenté dans la suite aucun trouble nerveux, 
ont été sacrifiés en bon état le 26 juillet 1988, soit cent quatre-vingt- 
dix-sept jours aprés l’inoculation. 


Autopsie : Les deux lapins présentent des lésions pulmonaires impor- 
tantes sous la forme de gros nodules caséeux confluents et méme de 
véritables cavernes (18). Leurs méninges paraissent indemnes. Un frag- 
ment de cerveau est inoculé 4 trois cobayes (voir p. 506). 


Soit qu’ils continssent un trés grand nombre de bacilles 
ou que ceux-ci fussent d’une virulence particuliére, les pro- 


(18) L’ensemencement de ces lésions et la détermination du type des 
bacilles qu’elles contenaient n’ont malheureusement pu étre faits, mais 
la régularité avec laquelle se sont développés les foyers tuberculeux, 
alors qu’il n’en existait aucun chez d’autres lapins qui avaient séjourné 
pendant un temps aussi long, ou presque, dans des cages voisines de 
celles de ces animaux, tend a prouver que les lésions pulmonaires ainsi 
constatées ne résultent pas d’une infection spontanée a bacilles bovins. 
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Treieav Ill. — Bacilles de type humain récemment isolés, 
inoculés par voie méningée A la dose de O milligr. 01 (1). 


NUMERO 


de la souche 


— 


bo 


Le) 


-1 


ORIGINE 


Mal de Pott . 


Crachats. 


Mal de Pott . 


Ostéo-arthrite . 


Abcés froid . . 


Ostéo-arthrite . 


Abcés froid . 


Ostéo-arthrite . 


Abcés froid . .. 
Abcés froid . 


Ostéo-arthrite . 


OSstéites Are <. 


la paralysie 


oce 


0 
84° jour. 


0) 
22° jour. 


40° jour. 


DATE 
de la mort 


43° jour. 


63° jour. 
54° jour. 
74° jour. 
20° jour. 
29° jour. 


48° jour. 
73° jour. 


28° jour. 
28° jour. 
42° jour. 
426° jour. 


28° jour. 


44° jour. 
49° jour. 
28° jour. 
77° jour. 
124° jour. 


417° jour. 


29° jour. 


78° jour. 


OBSERVATIONS 


Aucune lésion tuberculeuse vis- 
cérale. Souche réinoculée (ta- 
bleau IY). 

Aucune lésion tuberculeuse vis- 
cérale. 

Aucune lésion tuberculeuse vis- 
cérale. 

Aucune lésion tuberculeuse vis- 
cérale. 

Aucune lésion tuberculeuse vis- 
cérale. 

Aucune lésion tuberculeuse vis- 
cérale. 


Aucune lésion tuberculeuse vis- 
cérale. 
Souche réinoculée (tableau IY). 


Aucune lésion tuberculeuse vis- 
cérale. 


|Aucune lésion tuberculeuse vis- 


cérale. 

Souche réinoculée (tableau IY). 
Centres nerveux blessés au 
cours de l’inoculation. 

Survit en bonne santé le 160° jour. 

Aucune lésion 1uberculeuse vis- 
cérale. 

Aucune lésion tuberculeuse vis- 
cérale. 

Souche réinoculée (tableau IV). 

Survit en bonne santé le 165¢ jour. 

Nombreuses granulations pul- 
monaires. 

Sacrifié. Aucune lésion tuber- 
culeuse viscérale. 

Aucune lésion tuberculeuse vis- 
cérale. 

Survit en bonne santé le 160° jour. 

Centres nerveux blessés lors de 
Vinoculation (2). 

Aucune lésion tuberculeuse vis- 
cérale. Souche réinoculée (ta- 
bleau IV). 


(1) La plupart de ces souches ont été isolées par notre collégue R. Laporte, a partir 
de prélévements effectués par M. le professeur Rocher, de Bordeaux, et le D' Maunetit, 
de Libourne. Les quatre derniéres nous ont été remises par M. le professeur agrégé 
Ch. Gernez, de Lille. 

(2) Un ganglion mésentérique hypertrophié et caséeux a été tronvé a Vautopsie. Le 


cascéum contenait 


de trés nombreux bacilles acido-résistants et l’ensemencement de 


l’organe a donné une culture humide et grasse. Il s’agit d'une infection spontanée préexis- 
tant a l'inoculation sous-occipitale et due a l’ingestion d’aliments contaminés par des 
bacilles aviaires. 
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de la souche 


ESE —_ —- & 
o> CO wp . w 


avi 


18 


19 


23 


2 es 
= = = g 
ORIGINE BSs 2s 
Aa A a 
3 3 
OStéite. ton ot 0 42° jour. 
0 
CRACIMGIS: ¢ 4 gc 0 
0 
Optente ps Ie 5h 0 
0 
{)STCEHES <i Gaia. 0 46° jour. 
0 64° jour. 
Abcés froid . . .| 28° jour. | 37° jour. 
29° jour. | 39° jour. 
INGESTING 5 6 6-5 oc 0 45° jour. 
0 60° jour. 
Abcés froid . . 0 48° jour. 
0 100° jour. 
Liquide céphalo-rachidien. 0 IDs TOwE: 
0 100° jour. 
Adénite ... .— 0 16° jour. 
0 400° jour. 
Liquide céphalo-rachidien. 0 100° jour. 
0 100° jour. 
Liquide céphalo-rachidien.) 50° jour. | 74° jour. 
90° jour. | 95° jour. 
OSLEILOME purenee 0 37° jour. 
0 97° jour. 
Mal de Pott. . 0 51° jour. 
0 95° jour. 
WrachatSee sp 0 25° jour. 
0 78° jour. 
Abcees froid . . . 0 18° jour. 
0 56° jour. 
Ostéite 0 84° jour. 
0 200° jour. 
Crachatsreisy sn: 0 44° jour. 
0 39° jour. 
Adénite . 0 180° jour. 
0 180° jour. 


OBSERVATIONS 


Survit en bonne santé le 165° jour. | 

Survit en bonne santé le 165° jour. 

Survit en bonne santé le 165¢ jour. 

Surviten bonne santé le 165° jour. 

Souche réinoculée (tableau IV). 

Aucune lésion tuberculeuse vis- 
cérale. 

Aucune lésion tuberculeuse vis- 
cérale. 

Souche réinoculée (tableau 1V). 

Une grosse granulation pulmo- 
naire et une granulation sur 
la rate. 


Aucune lésion tuberculeuse vls- 
cérale. j 


Sacrifié. Quelques granulations 
pulmonaires. 


Sacrifié. Quelques granulations 
pulmonaires. 


Sacrifié. Quelques granulations 
pulmonaires. 

Sacrifié. Quelques granulations 
pulmonaires. 

Sacrifié. Quelques granulations 
pulmonaires, 

Quelques granulations pulmo-_ 
naires. 

Quelques granulations pulmo-- 
naires. 

Aucune lésion tuberculeuse vis- 
cérale. 

Sacrifié. Quelques granulations , 
pulmonaires. 

Aucune lésion tuberculeuse vis- ' 
cérale. 

Aucune lésion tuberculeuse vis- 
cérale. 


Quelques granulations pulmo- 
naires et rénales. 


Quelques granulations pulmo- 
naires. 

Quelques granulations pulmonaires. 

Quelques granulations pulmonaires. 


Aucune lésion tuberculeuse vis- 
cérale. 

Sacrifié. Aucune lésion tuber- 
culeuse viscérale. 

Sacrifié. Aucune lésion tuber- 
culeuse viscérale. 
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ORIGINE OBSERVATIONS 


la souche 
la paralysie 
DATE 
de la mort 


de 


——— 
—_—_——_—— 


Mal de Pott. . . 44° jour. : : 
160° jour. |Aucune lésion tuberculeuse vis- 
cérale. 

Adénite 15° jour. : ; 
44° jour. |Aucune lésion tuberculeuse vis- 

cérale. ‘ 

Liquide céphalo-rachidien. 168° jour. |Sacrifié. Aucune lésion tuber- 

culeuse viscérale. 

168° jour. |Sacrifié. Aucune lésion tuber- 

culeuse viscérale. 

Abcés froid . . i 8° jour. : 

39° jour. |Aucune lésion tuberculeuse vis- 

cérale. 

Adénite 59° jour. |Aucune lésion tuberculeuse vis- 

cérale. 

75° jour. |Aucune lésion tuberculeuse vis- 

cérale. 

Ostéite 0 85° jour. |Quelques granulations pulmo- 

naires. 

0 203° jour. |Aucune lésion tuberculeuse. 

( Survit en bonne santé le 100° jour. 

0 Survit en bonne santé le 100° jour. § 

Abcés froid . . .| 36° jour. . |Quelques granulations pulmo- 

naires. 

51° jour. |Aucune lésion tuberculeuse. 

Survit en bonne santé le 100° jour. 

Survit en bonne santé le 100° jour. 

Surviten bonne santé le 100° jour. 

Survit en bonne santé le 100° jour. 


Abcés froid . . 


|Abcés froid. . . 


jLupus. . . 


oooocococoe > 


\Lupus | 44° jour. 


Survit en bonne santé le 100° jour. 


duits tuberculeux inoculés directement au lapin par voie sous- 
occipitale, ont provoqué 1|’évolution d’une méningite mortelle 
dans une proportion beaucoup plus élevée (8 échantillons sur 5) 
que celle que l’on obtient habituellement aprés 1’ inoculation, 
par la méme voie, de 0 milligr. O04 de bacilles de culture 
(1 échantillon sur 5). Les caractéres des cultures obtenues & 
partir de ces produits ensemencés sur les milieux ordinaires 
et les résultats de l’inoculation intraveineuse au lapin de 
0 milligr. 01 de ces cultures ont cependant montré qu’il s’agis- 
sait, dans tous ces cas, de bacilles du type humain. 

Pour deux échantillons, les premiers signes de la paralysie 
nont apparu qu’aprés une trés longue incubation (cent dix- 
huit jours et cent trente-cing jours) et la maladie a évalué 
lentement (vingt-sept jours et cinquante-sept jours), avec des 
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périodes de rémission ou de régression assez prononcées, dans 
un cas, pour faire penser a la guérison possible des Iésions 
responsables des troubles moteurs. Néanmoins, les deux ani- 
maux sont morts quelques jours seulement SOKO une brusque 
reprise des symptémes paralytiques. 

Ces expériences ont permis de vérifier le fait que le bacille 
humain, méme lorsque sa présence dans les centres nerveux et 
les méninges ne se manifeste par aucun trouble, pénétre dans 
la circulation sanguine et se fixe dans les poumons ou il peut 
créer des lésions extensives. 


B. — INOCULATION INTRAMENINGEE DE BACILLES DE TYPE HUMAIN 
PROVENANT DE CULTURES. 


Sauf quelques souches, les bacilles humains de culture, 
inoculés par voie sous-occipitale, provenaient directement de 
la végétation des milieux a l’ceuf ensemencés, depuis quatre a 
Six semaines, avec des produits tuberculeux divers. Comme 
pour les bacilles bovins, chaque souche a été inoculée a deux 
lapins, a la dose de 0 milligr. 01, en suspension dans 0 c. c. 5 
d’eau physiologique. 

Sur 44 souches ainsi étudiées, 8 (9 avec la souche 5 du 
tableau IV) ont provoqué |’évolution d’une méningo-encépha- 
lite mortelle (tableau Il). Pour 6 d’entre elles, la longueur 
de la période d’incubation (trente-six, quarante-deux, qua- 
rante-cing, quatre-vingt-un, quatre-vingt-dix et cent un jours) 
indique qu’il s’agissait bien de bacilles de type humain. Pour 
les trois autres, la paralysie a débuté au cours de la quatriéme 
semaine apres l’infection mais, dans deux cas, la piqtre acci- 
dentelle des centres nerveux avait déterminé, chez les animaux, 
une déviation de la téte et du cou, qui s’est accentuée jusqu’a 
lapparition des symptémes paralytiques. Chez le deuxiéme 
animal de chaque groupe, qui fut inoculé sans incidents, la 
période d’incubation eut la durée habituelle, et la maladie 
évolua lentement, comme d’ordinaire. 

L’incubation a été de quatre semaines chez les deux animaux 
inoculés avec la troisiéme souche, Ja mort est survenue huit 
4 neuf jours aprés le début de la paralysie. Bien quelle soit 
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TasLeau LY. 


NUMERO 
OBSERVATIONS 


DEBUT 


de la souche 


DATE 
de la mort 


DOSE 
inoculée 
en 
milligramme 
de la 
paralysie 


12° jour. 
Survit en bonne santé 
le 125° jour. 
42° jour.|60° jour.|Quelques tubercules 
pulmonaires. 
42° jour.|90° jour.|Une vingtaine de tu- 
bercules du volume 
d'une téte d’épingle 
sur chaque poumon. 
0 50° jour. 
Tl* jour. Survit parésié le 125° 
jour. 


Survit en bonne santé 
le 425° jour. 

Survit en bonne santé 
le 125° jour. 

Survit en bonne santé 
le 425° jour. 

Survit en bonne santé 
le 125¢ jour. 

.|/Aucune lésion tuber- 

culeuse viscérale. 

.|Aucune Jésion tuber- 

culeuse viscérale. 

.|Aweune lésion tuber- 

culeuse viscérale. 

.|Aucune lésion tuber- 
culeuse viscérale. 

Survit en bonne santé 
le 125° jour. 

Survit en bonne santé 
le 125° jour. 

Survit en bonne santé 
le 125° jour. 

Survit en bonne santé 
le 125° jour. 


Survit en bonne santé 
le 125° jour. 


25° jour. 
29° jour. 
44° jour. .|Plusieurs foyers caséeux 
diffus sur les deux 
poumons. 


17 bis (passage sur ceryeau de lapin.). 0 
0 40° jour. -|Granulations pnimonaires. 


trés virulente pour le lapin comme I’a confirmé l’inoculation 
intraveineuse, cette souche doit néanmoins ¢tre considérée 
comme appartenant au type humain. Les cultures secondaires 
Sur pomme de terre et les cultures directes des lésions pulmo- 
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naires trouvées 4 l’autopsie d’un des lapins étaient d’ailleurs 
du type eugonique et rugueux des cultures normales de bacilles 
humains. 

Pour plus de certitude, les souches qui, dans cette série de 
recherches avaient provoqué le développement d’une ménin- 
gite ou donné des résultats trop incertains, en raison de la 
mort prématurée des animaux, furent de nouveau inoculées par 
voie sous-occipitale, aux doses de 0 milligr. 004 et 0 milligr. 04 
et, dans un cas, 0 milligr. 1 (tableau IV). 


CONTROLE DE LA VIRULENCE DES SOUCHES DE TYPE HUMAIN 
PAR L’ INOCULATION INTRAVEINEUSE. 


Les dix-huit souches de bacilles humains dont la virulence 
fut également étudiée par l’inoculation intraveineuse au lapin, 
aux doses de 0 milligr. O4 et de 0 milligr. 05 provenaient, 
sauf la souche 26, soit de cultures d’isolement, soit de cultures 
de premier passage sur pomme de terre Agées de trois 4 cing 
semaines. La plupart n’ont provoqué aucune lésion on seule- 
ment des lésions pulmonaires minimes, sous la forme de petites 
granulations grises ; les autres ont produit une floraison plus 
ou moins abondante de nodules pulmonaires et de tubercules, 
en particulier la souche 26, du type humain le plus pur, isolée 
il y a quatre ans par R. Laporte, des crachats d’un enfant. 

En se fondant sur les travaux de K. A. Jensen et J. Kiaer (19), 
on aurait pu envisager T’hypothése suivant laquelle cette 
souche serait non pas un bacille humain anormalement viru- 
lent pour le Iapin, mais un baciJle de type bovin affaibli dans 
ses propriétés pathogénes et rendu eugonique dans la variante 
rugueuse, & la faveur de son séjour prolongé dans un orga- 
nisme humain. 

Or, les cultures des germes en question, si elles ont déter- 
miné des Iésions graves chez le lapin en inoculation intra- 
veineuse se sont, au contraire, montrées inoffensives en mo- 
culation intraméningée et cérébrale (20), leur virulence a 


(19) Acta Tuberc. Scand., 12, 1938, 105. 

(20) Seule inoculation sous-occipitale, & la dose de 5 milligrammes, 
de lésions provenant. de lapins infectés avec cette souche, a provoqué, 
dans un cas, une méningite mortelle qui a débuté aprés une incubation 


de 118 jours (voir page 493). 


o 
(=) 
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TABLEAU V. 


. SE 
NEMERO iackiee 
de la ; 


en 
milligramme 


RESULTATS 
souche 


Mort le 32° jour. Aucune lésion tuberculeuse. 
Mort Je 32° jour. Aucune lésion tuberculeuse. 


Mort le 24° jour. Aucune lésion tuberculeuse. 
Mort le 24° jour. Aucune lésion tuberculeuse. 


Mort le 25° jour. Aucune lésion tuberculeuse. : 
Mort le 35° jour. Quelques fins tubercules pulmonaires. 


Sacrifié le 58° jour. Une dizaine de granulations pulmonaires. 

Sacrifié le 58° jour. Nombreuses granulations et nodules 
caséeux sur les poumons : trois fines granulations 
sur un rein. 


mee PSS 


ao fos oo cS 


_—— 


li 


oo oc oo oo 


Sacrifié le 57° jour. Quelques fines granulations pulmonaires. 
Sacrifié le 57° jour. Nombreuses granulations pulmonaires. 


Sacrifié le 62° jour. Aucune lésion tuberculeuse. 
Sacrifié le 62° jour. Quelques granulations et nodules 
caséeux sur les poumons. : 


Mort le 49° jour. Une vingtaine de granulations pulmonaires. 
Sacrifié le 56° jour. Quelques fines granulations pulmonaires. 


Sacrifié le 55° jour. Une dizaine de granulations pulmo- 
naires. Quelques fines granulations sur les reins. 


Sacrifié le 55° jour. Quelques granulations pulmonaires. 

Mort le 35° jour. Assez nombreuses granulations pulmonaires, 

Sacrifié le 58° jour. Une trentaine de nodules caséeux 
disséminés sur les poumons et 2 granulations sur le 
rein gauche. 

Mort le 12° jour. 

Mort le 49° jour. Quelques granulations pulmonaires. 


Sacrifié le 56° jour. Une vingtaine de granulations pul- 
monaires et quelques fins tubercules sur les reins. 
Mort le 27° jour. Assez nombreuses granulations pulmenaires. 


Sacrifié le 62° jour. Quelques granulations pulmonaires. 
Sacrifié le 62° jour. Assez nombreux nodules pulmonaires. 


Mort le 49° jour. Quelques fins tubercules pulmonaires. 
Mort le 49° jour. Quelques fins tubercules pulmonaires. 


Mort le 40° jour. Quelques tubercules pulmonaires. 
Sacrifié le 82° jour. Une vingtaine de granulations sur 
chaque poumon. 


Mort le 83° jour. Quelques granulations pulmonaires. 
Mort le 138° jour. Quelques nodules pulmonaires. 


Mort le 40° jour. Poumons criblés de granulations. 

Mort le 60° jour. Quelques nodules pulmonaires. 

Mort le 200° jour. Quelques nodules pulmonaires. 

Mort le 230° jour. Nombreux nodules pulmonaires et 
quelques tubercules sur les reins. 


Mort le 38° jour. Aucune lésion viscérale. 
Mort le 40° jour. Aucune lésion viscérale. 
Mort le 52° jour. Aucune lésion. 


Sacrifié le 56° jour. Quelques fines granulations pulmonaires. 
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l’égard du cobaye correspondait non pas & celle d’un bacille 
bovin atténué, mais a la virulence habituelle des bacilles 
normaux des deux types. 

Par ailleurs, les lésions créées par l’inoculation intravei- 
neuse de la souche 26, si nombreuses et si étendues qu’elles 
fussent, évoluaient assez lentement, de sorte que, plusieurs 
mois aprés l’infection, les poumons ne présentaient pas encore 
‘Vhypertrophie caractéristique et les vastes zones caséeuses 
qu’etit déterminées, en quelques semaines, un bacille bovin dont 
la virulence pour le cobaye aurait égalé celle de ce bacille 
humain. 

La concordance n’est donc pas toujours parfaite entre les 
effets pathogénes de l’inoculation intraveineuse et ceux de 
Vinoculation intraméningée. Et il est assez curieux de consta- 
ter que, comme dans les expériences précédentes sur l’inocu- 
lation directe de produits bacilliféres, le bacille humain, intro- 
duit 4 faible dose dans le liquide céphalo-rachidien du lapin, 
se répand dans les organes éloignés, dans les poumons surtout, 
ou il peut donner naissance a des lésions presque aussi impor- 
tantes que les lésions engendrées par l’inoculation intravei- 
neuse. 

D’autre part, les troubles nerveux que provoquent les sou- 
ches pathogénes de bacilles humains inoculées au lapin par 
voie sous-occipitale, sont disproportionnés au nombre et a 
la gravité des lésions tuberculeuses qui s’organisent au lieu 
de l’inoculation. Parfois méme on ne trouve aucune altération 
spécifique sur les méninges et a la surface de l’encéphale, et 
linfection, qui cependant a entrainé la mort de l’animal, ne 
se traduit, & l’ceil nu, que par des signes congestifs et inflam- 
matoires. Sous cet aspect, la méningite créée accidentelle- 
ment par le bacille humain est comparable 4 la méningite 
plus rapidement évolutive que détermine réguliérement le 
bacille de type aviaire, dans les mémes conditions d’inocu- 
lation. 

Il apparait ainsi pour ces deux germes, et sans doute aussi 
pour le bacille bovin — avec une évidence moindre, étant 
donnée sa plus grande capacité lésionnelle, — que leurs pro- 
priétés pathogénes, telles qu’elles sont révélées par latteinte 
du syst®me nerveux, comportent la mise en jeu d'autres fac- 
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teurs que leur aptitude & végéter in vivo, & se multiplier sur 
place ou a distance, et 4 produire des réactions cellulaires et 
les dégénérescences dont les tubercules sont l’expression ana- 
tomique. 

Du fait de leur structure et de leur haute spécialisation fonc- 
tionnelle, il est possible que les centres nerveux soient plus 
sensibles et réagissent plus vivement que tout autre tissu ou 
organe aux produits directement émis par les bacilles ou a 
des substances que les cellules intéressées par le processus 
infectieux, en particulier les cellules phagocytaires, élaborent 
au contact de ces germes. 

On peut aussi supposer que la diffusion des produits d’ori- 
gine bacillaire provoque, dans les éléments actifs des centres 
nerveux, le développement d’une hypersensibilité spécifique, 
qui augmenterait graduellement & la maniére de l’allergie. 
Mais si la tuberculine se montre trés toxique pour les 
cobayes tuberculeux, quand elle est injectée par voie méningée 
ou par voie cérébrale, rien ne prouve, jusqu’ici, que les subs- 
tances capables d’engendrer les symptémes nerveux consé- 
cutils 4 Vinfection bacillaire par voie sous-occipitale, soient 
de nature tuberculinique. 


CONTROLE DE LA VIRULENCE DE QUELOQUES SOUCHES DE TYPE HUMAIN 
PAR L’ INOCULATION INTRACEREBRALE. 


A titre de comparaison, plusieurs souches de_ bacilles 
humains ont été inoculées dans le cerveau, a la dose de 
0 milligr. 5 employée par I. Bertrand, J. Bablet et F. Bloch. 
L’une d’elles (souche n° 28), qui s’était montrée inoffensive 
par la voie sous-occipitale (tableau II) a ainsi provoqué en 
vingt-trois jours chez un lapin, en soixante-trois jours chez 
l'autre, une paralysie mortelle, dont |’évolution a duré six 
jours et dix-huit jours respectivement. En dehors de quelques 
granulations méningées, l’autopsie de la cavité cranienne a 
révélé la présence, chez les deux animaux, au lieu méme de 
Vinoculation, d’un petit abcés intracranien et d'un foyer 
d’ostéite tuberculeuse, dus au reflux d’une partie du liquide 
virulent inoculé dans le cerveau (tableau VI). 

Bien qu’elle ait produit réguliérement des lésions pulmo- 
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TABLEAU YI. 


NUMERO ae DEBUT 
Sa a men de la. OBSERVATIONS 
che milligramme paralysie | la mort 


24° jour 
32° jour. 
92° jour.|Sacrifié. Quelques nodules pulmonaires. 
96° jour./Sacrifié. Quelques nodules pulmonaires. 
24° jour. 
0 81° jour.|Quelques nodules pulmonaires. 
23° jour.| 29° jour.|Lésions méningées et cranienne. 
63° jour.| 84° jour.|Lésions méningées. 

{24e jour. 
0 140° jour. 


Ge Cre 


’ 
b 
? 
) 
p] 
> 
? 
? 
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7 


0 
0 
0 
0 
0 
U 
0 
0 
0 
0 


0 
0 
0 
0,05 
0,05 
0,05 
0,05 
0,05 
0,05 
0,05 


naires évolutives et graves, 4 la dose de 0 milligr. 04 inoculée 
par voie veineuse (tableau IID), la souche 26 n’a pas plus déter- 
miné de troubles nerveux en inoculation intracérébrale qu’en 
inoculation intraméningée. 


ConTROLE PAR L’INOCULATION AU COBAYE, DE LA VIRULENCE DU 
CERVEAU DES LAPINS INOCULES AVEC DES BACILLES HUMAINS PAR 
LA VOIE MENINGEE. 


Reste & déterminer le sort des bacilles humains dans le cer- 
veau des lapins qui n’ont présenté aucun trouble aprés l’inocu- 
lation intraméningée. 

Pour cette recherche, on préléve aseptiquement une partie 
des méninges et un fragment de matiére cérébrale ; on les 
broie ensemble au mortier avec du sable stérile et on les met 
en suspension dans quelques centimétres cubes d’eau physio- 
logique. Dans les essais résumés ci-dessus, trois cobayes ont 
été inoculés sous la peau avec chaque suspension. 


Souche 10. — Un lapin est mort sans avoir présenté de symptdmes 
nerveux soixante-dix-sept jours apres J’inoculation —sous-occipitale 
(tableau III). Les trois cobayes inoculés avec un fragment de son cer- 
veau sont devenus tuberculeux. 

Souche 12. — Un lapin est mort sans avoir présenté de symptdmes 
nerveux soixante-dix-huit jours aprés l’inoculation sous-occipitale 
(tableau III). Les trois cobayes inoculés avec un fragment de son cerveau 


sont devenus tuberculeux. 
Souche 177. — Un lapin est mort sans avoir présenté de sympltomes 
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nerveux cent dix-sept jours aprés l’inoculation sous-occipitale de 5 milli- 
grammes de pus d’abcés froid (voir p. 494). Les trois cobayes inoculés 
avec un fragment de son cerveau sont devenus tuberculeux. 

Souche 28. — Un lapin a été sacrifié deux cents jours aprés |’inocula- 
tion sous-occipitale (tableau III). Les trois cobayes inoculés avec des 
fragments broyés de son cerveau et de ses méninges sont morts tuber- 
culeux. 


Souche 30. — Deux lapins ont été sacrifiés cent quatre-vingts jours 
aprés l’inoculation sous-occipitale (tableau HI). Des fragments de leur 


cerveau et de leurs méninges ont tuberculisé deux cobayes sur trois 
inoculés. 


Souche 31. — Un des lapins inoculés par voie sous-occipitale est mort 
cent soixante jours plus tard (tableau III). Les trois cobayes inoculés 


avec des fragments de son cerveau et de ses méninges sont morts tuber- 
culeux. 


Souche 33. — Deux lapins ont été sacrifiés cent soixante-huit jours 
apres l’inoculation sous-occipitale (tableau III). Les six cobayes inoculés 


avec des fragments de leur cerveau et de leurs méninges sont morts 
tuberculeux. 


Souche 180 (abcés froid). — Deux lapins ont été sacrifiés cent 
quatre-vingt-dix-sept jours aprés l’inoculation sous-occipitale de 5 mil- 
ligrammes de pus d’abcés froid (voir p. 495). Un seul cobaye sur six 
inoculés avec des fragments de leur cerveau est devenu tuberculeux. 


Les bacilles humains, tout en se montrant inoffensifs pour 
le porteur peuvent donc se conserver vivants, avec toute leur 
virulence initiale, pendant plusieurs mois aprés |’inoculation 
intraméningée. Hl est vraisemblable qu’ils sont, 4 la longue, 
détruits sur place et que le tissu contaminé recouvre son inté- 
grité : une véritable guérison, anatomique et bactériologique, 
des foyers occultes, méningés et cérébraux, surviendrait alors 
chez le lapin, comme elle survient en d’autres organes et tissus 
(poumons, foie, rate, moelle osseuse, plévre, péritoine), aprés 
linoculation intraveineuse d’une faible dose de bacilles de 
type humain. 

Au reste, en dépit de ses hautes propriétés pathogénes, mais 
seulement lorsque, véhiculé par le sang, il pénétre dans le 
cerveau et les méninges par unités, le bacille bovin se borne 
a y créer des lésions silencieuses. Nous avons, en effet, fourni 
la preuve (21) confirmée par K. R. Goyal (22), que le cerveau 
des lapins infectés par inoculation intraveineuse se montre 
souvent virulent pour le cobaye, bien que ce mode d’infection 


(21) A. Boquer et R. Broca. Ces Annales, 55, 1935, p. 8. 
(22) C. R. Soc. de Biol., 424, 1936, p. 223. 
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ne s’accompagne de symptémes méningo-encéphalitiques que 
dans le cas exceptionnel d’une lésion cranienne métastatique. 
Le bacille aviaire offre peut-étre plus d’affinité encore pour 
Jes centres nerveux : les lapins qui recoivent dans la veine 
4 milligramme par exemple, d’une souche trés virulente de ce 
type, et qui meurent de la forme aigué désignée sous le nom 
de type Yersin, présentent assez souvent, comme l’avaient 
observé J. Grancher et Ledoux-Lebard en 1891, et comme 
nous l’avons constaté nous-méme 4 maintes reprises, des signes 
de paralysie progressive dans les derniers jours de la mala- 
die (23). Qu’il y ait eu ou non une méningo-encéphalite termi- 
nale, l’ensemencement du cerveau des lapins ainsi infectés par 
le bacille aviaire, donne une culture abondante de ces germes. 
Rien n’autorise 4 en inférer que le méme phénoméne se pro- 
duit chez homme, enfant ou adulte, quand des bacilles, lancés 
dans la circulation sanguine, se déposent dans les centres 
nerveux. Néanmoins, cette éventualité apparait maintenant 
assez vraisemblable, et il importe de la vérifier en examinant 
de plus prés, au moyen de la culture et de l’inoculation au 
cobaye, si le liquide céphalo-rachidien chez le vivant, la matiére 
cérébrale et les méninges des sujets morts de tuberculose 
viscérale évolutive sans avoir présenté a aucun moment de 
troubles nerveux, ne contiennent pas de bacilles virulents. 


(23) Jj. GrancnurerR et Lepoux-Lesarp ont décrit une _ paralysie 
terminale chez des lapins auxquels ils avaient inoculé, par voile 
veineuse, 1 milligramme de bacilles aviaires peu virulents. « Les lapins 
paraplégiques continuent 4 manger, si l’on place leur mangeoire au 
niveau de la litiére, en sorte qu’ils arrivent 4 l’atteindre, grace a de 
simples mouvements du cou. Néanmoins, l’amaigrissement est rapide. 
Le train postéricur surtout devient véritablement squelettique. Les 
fesses, les cuisses sont souillées de matiéres fécales et la mort survient 
plus t6t ou plus tard, au bout de quelques semaines dans les cas ou 
nous avons noté le début de la paraplégie. Dans un cas, l’examen micro- 
scopique n’a révélé aucune altération de la moelle. » (Arch. Méd. Exp. 
et Anat. Path., 3, 1891, p. 157.) 
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EPREUVE PAR VOIE SOUS-OCCIPITALE DE BACILLES CLASSES DANS 
LE TYPE HUMAIN, MAIS SE COMPORTANT COMME DES BACILLES DE 
TYPE BOVIN. 


La souche dite Anna a été isolée il y a une huitaine d’années 
par notre collégue T. de Sanctis Monaldi, d’un cas de tuber- 
culose humaine. Elle se comportait alors comme un bacille 
de type humain. 

La souche dite Ratti a été isolée par le D’ André Jousset, en 
1940, des crachats d’un jeune homme tuberculeux. Elle a été 
longtemps prise comme type de bacille humain et elle était 
vraiment telle quand nous avons employée avec L. Négre, 
de 1923 & 1926, dans diverses recherches. 


TasLeAu VII. 


DOSE 
NUMERO DE LA SOUCIIE inoculée 
en milligramme 


DEBUT DATE 
de la paralysie de la mort 


44° jour. ePOUr. 

0 jour. 
35° jour. jour. 
24° jour. jour. 
24° jour. jour. 
26m OUL eJ0Ur. 
26° jour. jour. 
28° jour. jour. 
30° jour. 3¢ jour \1). 


ooocoeooocor 
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a 


= 


0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
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(1) Sacrifié a l’agonie. 


D’aprés les expériences résumées dans le tableau VII, la 
virulence de ces deux souches (du moins des échantillons 
dont nous avons pu disposer) est & peu prés égale & celle que 
présente actuellement la souche bovine Vallée. Les bactériolo- 
gistes mutationistes pourraient invoquer cet exemple a l’appui 
de leur opinion sur les variations spontanées in vilro des types 
bacillaires, mais les souches en question n’ayant pas été entre- 
tenues d’une facon réguliére, il nous parait beaucoup plus 
vraisemblable d’admettre que ce changement résulte tout sim- 
plement d’une double erreur d’étiquetage. 
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La souche Bar. 84 a été isolée par L. Négre et J. Bretey en 
1933, de cobayes traités par des injections d’extrait acétonique 
de bacilles de Koch, aprés avoir été inoculés avec du sang 
d'autres cobayes qui avaient recu, sous la peau, quatre-vingt- 
quatre jours auparavant, 0 milligr. 001 de la souche Bar., 
d'origine humaine (24). 

Cette souche Bar. 84 s’est montrée d’emblée trés pathogéne 
pour le lapin et lest restée. Inoculée par voie veineuse, a la 
dose de 0 milligr. 04, elle provoque, en six a sept semaines, 
des lésions pulmonaires confluentes, accompagnées de Iésions 
rénales et spléniques (animal sacrifié) ; & la dose de 0 milligr. 05, 
par la méme voie, elle détermine une tuberculose mortelle en 
SIX semaines, avec des lésions pulmonaires caséeuses, massives 
et des granulations nombreuses sur la rate et sur les reins. 

Au contraire, la souche Bar. d’origine, incontestablement 
du type humain, continue 4 se montrer inoffensive pour le 
lapin, d’aprés les récents essais de L. Négre et J. Bretey (25), 
méme lorsqu’elle est inoculée dans la veine a la dose de 
1 miligramme. 

Les épreuves par voie sous-occipitale que nous avons effec- 
tuées avec des doses de 0 milligr. 01 et 0 milligr. 004 de la 
souche Bar. 84, mise aimablement 4 notre disposition par 
nos deux collégues, font apparaitre qu’elle se comporte 
comme un bacille de type bovin, de virulence un peu inférieure 
i la virulence normale. 


Conclusions. 


Les expériences portant sur 41 souches de bacilles humains 
et sur 24 souches de bacilles bovins confirment que |’inocula- 
tion intraméningée au lapin d’une dose de 0 milligr. 01 ou de 
0 milligr. 001, peut utilement servir au diagnostic différentiel 
des deux types bacillaires, A partir des cultures d’isolement. 
A la dose de 0 milligr. 01, en effet, les bacilles bovins de viru- 
lence normale, déterminent réguliérement une paralysie pro- 


(24) L. Niere et J. Brerzy. Ces Annales, 55, 1985, p. 273 ; Presse Médi- 


cale, 16 novembre 1935, p. 1798. 
(25) L. Ntcre et J. Brerey. Ces Annales, 61, 1938, p. 109. 
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gressive, qui débute au cours du troisiéme septénaire et se 
termine toujours par la mort quelques jours plus tard. 

Dans la grande majorité des cas, l’inoculation sous-occipi- 
tale de bacilles humains, 4 la méme dose, ne produit aucun 
trouble. Cependant, certaines souches sont susceptibles de 
provoquer une méningite mortelle; mais, en général, la période 
d’incubation (trente-six, quarante-deux, quarante-cing, qua- 
tre-vingt-un et cent un jours) et l’évolution de la maladie 
(quarante jours dans un cas aprés apparition des premiers 
symptomes) sont beaucoup plus longues que dans l’infection 
par le bacille bovin. Exceptionnellement, lincubation 
peut ¢tre assez courte (vingt-deux, trente-quatre et vingt- 
huit jours), surtout quand les centres nerveux ont été lésés 
au cours de linoculation. Pour plus de certitude dans la déter- 
mination du type bacillaire, l’épreuve doit alors étre répétée 
avec une subculture de la souche d’isolement, simultanément 
par voie veineuse a la dose de 0 milligr. O1 et par voie sous- 
occipitale aux doses de Q milligr. O01 et 0 milligr. 001. 

Les souches bovines naturellement affaiblies ou atténuées 
au cours d’une longue végétation sur les milieux artificiels, 
déterminent encore, régulitrement, ]’évolution d’une ménin- 
gite aprés un temps relativement court et a des doses parfois 
trés faibles. En quoi elles continuent a se distinguer des souches 
du type humain. 

Il y a concordance, quant 4 l’épreuve de virulence, entre 
les résultats de l’inoculation intraveineuse et ceux de |’ ino- 
culation sous-occipitale. Toutefois, quelques souches de type 
humain se sont montrées pathogénes par voie veineuse et 
inoffensives par voie méningée, et inversement. 

L’intensité des sympt6mes nerveux, observés dans la mé- 
ningite due aux souches anormales de bacilles humains, est 
disproportionnée au nombre et & la gravité des lésions tuber- 
culeuses trouvées sur les enveloppes du cerveau. D’ot l’hypo- 
thése suivant laquelle les propriétés pathogénes de ces germes 
comportent également la mise en jeu d’autres facteurs que 
leur aptitude a végéter in vivo et A produire des tubercules, 
par quoi on définit, d’ordinaire, leur virulence. 

Les bacilles du type humain inoculés dans le liquide céphalo- 
rachidien passent rapidement dans la circulation sanguine ; 
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en se fixant dans les poumons, ils peuvent y créer des lésions 
nodulaires aussi importantes que celles que détermine 1|’ino- 
culation intraveineuse d’une dose égale des mémes germes. 

Enfin, les bacilles humains conservent leur vitalité et leur 
virulence dans le cerveau du lapin, pendant plusieurs mois 
aprés l’inoculation sous-occipitale, sans que, dans les quatre 
cinquiémes des cas, leur présence s’y révéle par aucun signe 
clinique. 
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MOYEN DE RECONNAITRE /W V/TRO 
S| LE BACILLE DE STEFANSKY EST MORT OU VIVANT 


par R.-O. PRUDHOMME, 


(Travail du Laboratoire de M. le Professeur Marcnovx.) 


Il n’existe pas de cultures du bacille de la Jépre et l’on est 
obligé de recourir 4 l’inoculation pour en éprouver la vita- 
lité. L’évolution de la maladie est trés lente et chaque expé- 
rience dure facilement une année. L’action des agents physi- 
ques ou chimiques sur ce bacille ou la recherche des modes 
de conservation de ce germe dans différentes conditions sont, 
par suite, trés longues. ; 

Il serait donc trés important de posséder un moyen qui 
permit in vitro de savoir si les bacilles sont morts ou vivants. 
On sait que les microbes en culture sont susceptibles d’amener 
la décoloration de quelques matiéres colorantes. Il en est 
méme quelques-uns qui, en l’absence de toute culture appa- 
rente, peuvent réduire certaines matiéres colorantes employées 
dans la mesure de 1’oxydo-réduction. Nous nous sommes 
inquiété de savoir si les bacilles acido-résistants et notamment 
le bacille de la lépre possédent cette propriété. 

Pour éviter les redites, voici, une fois pour toutes, le pro- 
cédé que nous employons pour obtenir les émulsions de 
bacilles lépreux et la technique suivie pour l’étude de la déco- 
loration : 


1° PREPARATION DES EMULSIONS DE BACILLE STéFANSKY. — Nous nous 
sommes adressé a Ja lépre du rat. On préléve un léprome chez un rat 
infecté avec le bacille de Stéfansky par voie sous-cutanée. Ce léprome 
est broyé dans 10 cent. cubes d’eau physiologique A l’aide du broyeur 
de Borrel. Ce broyage est centrifugé a faible vitesse (8.000 tours /minute 
environ) pendant trois minutes pour éliminer les débris tissulaires. Le 
liquide surnageant est repris, étendu d’eau physiologique et centrifugé 
a grande vitesse (12.000 tours/minute environ) pendant vingt minutes. 
L’eau surnageante, opalescente, est rejetée. Le culot de centrifugation, 
émulsionné dans l’eau physiologique a laide d’une pipette fine, est 
centrifugé 4 nouveau a grande vitesse pendant vingt minutes. On lave 
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ainsi les bacilles 4 quatre reprises. Le culot final est émulsionné dans 
une quantité d’eau physiologique proportionnelle a la richesse de ]’émul- 
sion que l’on désire obtenir. Une derniére centrifugation de trois minutes 
a faible vitesse élimine les amas de bacilles agglutinés. Des frottis de 
cette émulsion, colorés par la méthode de Zieh]; montrent des bacilles 
bien isolés et sans débris cellulaires. La derniére eau de lavage ne 
contient pas de protéides (aucun trouble par l’acide trichloracétique). 
Nous avons déterminé la richesse en germes des émulsions que nous 
“avons employées par lecture photométrique, au photométre de V. Y. B., 
et nous avons étalonné une fois pour toutes cet appareil en fonction du 
nombre de bacilles de Stéfansky contenus dans une émulsion déter- 
minée. Le pH d’une telle suspension est égal 4 6,37 & 20° aprés quatre 
lavages. Le pH varie peu en fonction du nombre de lavages, car une 
émulsion examinée aprés le premier lavage donne un pH = 6,30. 


2° TECHNIQUE DE L’ETUDE DE LA DECOLORATION. — Les solutions d’indica- 
teurs sont faites dans l’eau distillée bouillie 4 raison de M.10 —® gr. /litre. 


Les indicateurs qui nous ont servi viennent de la British Drug House 
(Londres). Ce sont : 


Potassium Indigo Tétrasulfonate. 

Bleu de Méthyléne. 

Violet de Lauth (Thionine). 

I-Naphtol 2 Sodium Sulfonate indo 2-6 dibromophénol. 

O-crésol indo 2-6 dichlorophénol. 

O-chlorophénol indo 2-6 dichlorophénol. 

L’émulsion a étudier est placée dans de petites ampoules en verre 
lavées au mélange sulfo-chromique, bien rincées et séchées. On y 
ajoute une quantité déterminée d’indicateur, on fait le vide jusqu’a 
ébullition du liquide que 1’on laisse bouillir 4 basse température pour 
éliminer les traces d’air restant. On scelle au chalumeau. 

On prépare de méme des témoins en remplacant |’émulsion bacté- 
rienne par la méme quantité d’eau physiologique. Au bout de vingt- 
quatre heures on note les décolorations. Nous donnons ci-dessous les 
types de nos expériences. 


PREMIERE SERIE D EXPERIENCES : 
INDICATEURS DECOLORES PAR LES BACILLES VIVANTS. 


On répartit dans des ampoules 1 cent. cube d’une émulsion 
contenant 2 milliards de bacilles de la lépre du rat par centi- 
métre cube. Une série d’ampoules est additionnée de 1/20 de 
centimétre cube des solutions d’indicateurs, une autre série 
de 1/10 de centimétre cube. On fait deux séries de témoins a 
Veau physiologique dans les mémes conditions. On vide, on 
scelle. Au bout de vingt-quatre heures les deux séries d’am 
poules contenant les indicateurs suivants sont décolorées : 

I-Naphtol 2 Sodium sulfonate indo 2-6 dibromophénol. 
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0-Crésol indo 2-6 dichlorophénol. 

O-Chlorophénol indo 2-6 dichlorophénol. 

L’ampoule contenant 41/20 de centimétre cube de violet. de 
Lauth est aussi décolorée, celle qui en contient 1/10 de centi- 
métre cube ne l’étant pas. A des temps plus longs, aucun 
autre colorant ne s’est décoloré. La rentrée de l’air dans les 
ampoules décolorées fait réapparaitre en trois ou quatre 
minutes la coloration primitive. 

Ayant ainsi trouvé les indicateurs convenant a ce bacille. 
les expériences suivantes ont été faites en employant unique- 
ment 1’O-crésol indo 2-6 dichlorophénol. 

Nous voyons que les bacilles acido-résistants, comme 
d'autres microbes, décolorent les indicateurs d’oxydo-réduc- 
tion. 

DEUXIEME SERIE D’EXPERIENCES : BACILLES MORTS. 


On sait, d’aprés les travaux du Professeur Marchoux [4], que 
le bacille de Stéfansky est trés sensible a la chaleur : trente 
minutes 4 60° suffisent & le tuer. Le formol ajouté a la concen- 
tration de 1/100 4 une émulsion de bacilles de Stéfansky les 
rend inoffensifs aprés inoculation. Nous avons montré, dans 
un travail antérieur, qu’une irradiation de dix minutes par 
les rayons ultra-violets dans des conditions expérimentales 
déterminées agit de méme [2]. 

Nous avons préparé une émulsion identique a celle de 
l’expérience précédente. Une partie de cette émulsion est 
laissée telle quelle. Le reste est divisé en trois parties : l'une 
est traitée au formol 4 1/100, la seconde est portée a 100° 
pendant quinze minutes, enfin la troisiéme est irradiée par 
les rayons ultra-violets pendant dix minutes dans les condi- 
tions expérimentales décrites précédemment. Avec ces quatre 
émulsions, une vivante et trois virtuellement mortes, on fait, 
avec l’indicateur précité, l’épreuve de la décoloration. Au bout 
de vingt-quatre heures, seule l’ampoule contenant les bacilles 
vivants s’était décolorée. Aprés des temps plus longs d’obser- 
vation, nous n’avons constaté aucune autre décoloration. 

Les bacilles morts ont perdu la propriété réductrice, de 
méme que les bacilles dont la perte de virulence observée 
n était cependant pas une preuve de la mort. 
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Il restait & savoir si cette décoloration par les bacilles 
vivants n’était pas due a la présence de corps réducteurs pro- 
venant des tissus qui seraient restés attachés aux bacilles 
malgré les lavages répétés. 


TROISIEME SERIE D’EXPERIENCES : APRES LA DEUXIEME OPERATION, 
L’EAU DE LAVAGE NE DONNE PLUS DE DECOLORATION. 


On prépare une émulsion comme précédemment. Les eaux 
de lavage sont conservées et on opére avec chacune d’elles 
comme avec l|’émulsion. Au bout de vingt-quatre heures, on 
trouve que : 

L’émulsion a décoloré 1’indicateur. 

La premiére eau de lavage, opalescente, agit de méme. 

La deuxiéme eau de lavage, a peine trouble, a diminué 
Vintensité de la coloration de l’indicateur sans le décolorer 
complétement. 

La troisiéme eau de lavage et les suivantes n’ont pas déco- 
loré lindicateur. Quatre jours plus tard, ces ampoules étaient 
dans le méme état que quand nous les avons fermées. 


QUATRIEME SERIE D’ EXPERIENCES 
LES PROCEDES QUI TUENT LE MICROBE 
NE TOUCHENT PAS AUX EAUX DE LAVAGE. 


On fait comme précédemment une émulsion de bacilles de 
Stéfansky en gardant la premiére eau de lavage. Une partie 
de celle-ci est portée & 100° pendant quinze minutes ; une 
autre partie est irradiée par les rayons ultra-violets pendant 
vingt minutes. Une troisiéme partie est additionnée de formol 
& raison de 1/100. Le reste de l’eau de lavage est gardé tel 
quel. D’autre part, 1’émulsion, lavée quatre fois, subit les 
mémes traitements. On recherche sur les quatre liquides et 
sur les quatre émulsions le test de la décoloration. 

Au bout de vingt-quatre heures, les ampoules contenant 
les diverses parties de la premiére eau de lavage étaient déco- 
lorées, ainsi que celle contenant |’émulsion vivante. Les 
ampoules contenant les émulsions tuées sont restées intactes. 

Il résulte de cette expérience que les phénoménes réduc- 
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teurs provoqués par les tissus ne sont pas impressionnés par 
les manoeuvres qui les arrétent dans le cas des bacilles. Les 
uns et les autres sont donc différents. Elle démontre égale- 
ment que la décoloration des indicateurs est liée a la vitalité 
du bacille de Stéfansky et ne dépend pas de substances tissu- 
laires qui resteraient attachées sur ces germes. 

Cette méthode permet donc de reconnaitre rapidement et 
facilement les bacilles morts des bacilles vivants sans recourir 
aux inoculations. 

Nous avons voulu savoir approximativement quelle était 


la quantité de germes & mettre en jeu pour obtenir ces déco- 
lorations. 


CINQUIEME SERIE D’ EXPERIENCES 
QUANTITE MINIMA DE GERMES. 


Nous avons préparé une solution d’ortho-crésol-indo- 
2-6-dichlorophénol & 10—° milligramme/litre et une émulsion 
contenant 2.300.000.0000 de germes par centimétre cube. On 
répartit a la pipette dans une série d’ampoules 1/20 de centi- 
métre cube de colorant, quantité qui représente & l’ceil nu 
le minimum nécessaire a la visibilité sous ]’é6paisseur que nous 


employons. On ajoute des quantités croissantes d’émulsion. 
On a ainsi : 


Emulsion, en cent. cubes... 2 dD 00a, Zonet 00) sO oO. 50 m0 Ron, 
Colorants. 4 eenen <a eee 1/20 1/20 41/20 1/20 41/20 4/20 41/20 41/20 
Décoloration, 24 heures... . + + 0 0 0 0 0 0 
Décoloration, 48 heures... . + -- “fe ) 0 0 0 0 
Décoloration, 72 heures. ... + + + + a 0 4) 0 


Derniére eau de lavage : 3 cent. cubes. 
Colorant : 1/20. 


Pas de décoloration en trois jours et plus. 


On voit donc que 0 milligr. 014 de colorant sont décolorés 
par 4.025.000.000.de bacilles en vingt-quatre heures, par 
3.450.000.000 en quarante-huit heures et par 2.300.000.000 
en soixante-douze heures. 

Nous avons appliqué cette période pour vérifier la conser- 
vation du bacille de Stéfansky & 37° et a la glaciére, en eau 
glycérinée & 50 p. 100. 

M. le professeur Marchoux [3] a montré que le bacille de 
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Stéfansky dans les tissus ou les milieuwx de culture ne pouvait 
plus infecter le rat aprés douze jours & 37°, mais qu’il se 
conserve vivant et infectant plus d’un an & la glaciére. 


SIXIEME SERIE D’EXPERIENCES : 
CONSERVATION A 37° ET A LA GLACIERE. 


On prépare une émulsion de bacilles de Stéfansky. On la 
met a l’étuve 4 37°. Tous les jours, on préléve une partie de 
cette émulsion et on recherche le test de décoloration. On en 
vérifie aussi journellement la stérilité par ensemencement sur 
gélose ordinaire, pour étre sir que les décolorations obtenues 
sont bien dues au bacille de Stéfansky et non & des germes 
étrangers. 

Pendant les douze premiers jours, la décoloration s’est 
opérée en vingt-quatre heures. Le treizisme jour, la décolo- 
ration s’est faite en trente-six heures environ ; au bout de 
vingt-quatre heures, il n’y avait qu'une atténuation de la colo- 
ration. De méme pour l’émulsion prélevée le quatorziéme 
jour. Le quinziéme jour, l’émulsion ne s’est pas décolorée, 
méme au bout de quarante-huit heures. 

Nous avons fait une expérience analogue avec deux 
lépromes conservés a la glaciére dans l’eau glycérinée a 
50 p. 100. L’un y était depuis huit mois, autre depuis treize 
mois. Les deux émulsions préparées avec ces lépromes ont 
décoloré l’indicateur en vingt-quatre heures, ce qui prouve 
que les bacilles étaient encore vivants, comme on le savait 
déja par l’inoculation aux rats faite par Marchoux et Chorine. 

Le test d’oxydo-réduction indique donc qu’aprés quinze 
jours d’étuve 4 37°, le bacille de Stéfansky est mort et 
qu’apres treize mois a la glaciére il est encore vivant. 


CONCLUSIONS. 


4° Le bacille Iépreux vivant séparé de toute trace tissulaire 
décolore dans le vide des solutions de 41-naphtol-2-sodium- 
sulfonate-indo-2-6-dibromophénol, d’0-crésol-indo-2-6-dichlo- 
rophénol et d’0-chlorophénol-indo-2-6-dichlorophénol. 

2° Le bacille Iépreux tué par exposition 4 100° pendant 
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guinze minutes ne décolore plus les indicateurs d’oxydo- 
réduction précités. 

3° Les bacilles souimis a4 l’action du formol a la concentra- 
tion au 1/100 durant quinze minutes et a celle des rayons 
ultra-violets pendant dix minutes dans les conditions expé- 
rimentales que nous avons décrites, ne décolorent pas nos 
indicateurs d’oxydo-réduction et sont définitivement tués, 
comme le faisaient prévoir les inoculations infructueuses. 

4° L’eau du premier lavage de l’émulsion et partiellement 
celle du deuxiéme réduisent les indicateurs que nous 
employons méme aprés chauffage a 100° ou aprés action du 
formol, ou aprés action des rayons ultra-violets pendant vingt 
minutes. L’eau des troisiéme et quatriéme lavages ne posséde 
plus la propriété de réduire ces mémes colorants. 

3° Les phénoménes de réduction des indicateurs d’oxydo- 
réduction observés avec les débris tissulaires différent de ceux 
qui sont dus aux bacilles. 

6° La réduction de ces indicateurs d’oxydo-réduction, en 
présence des bacilles de Stéfansky, est due & la vitalité de ces 
germes. 

7° La quantité de bacilles & mettre en jeu est énorme, mais 
facile & se procurer dans la lépre par rapport a la quantité de 
colorant : 0 milligr. 014 de colorant demande 4.025.000.000 
de bacilles pour étre décolorés en vingt-quatre heures. 

8° En Vabsence de méthodes de culture du bacille de la 
lépre, ce procédé permet de déceler la vitalité de ces germes 
sans recourir 4 |’inoculation. 
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CONTAMINATION DE LABORATOIRE 
AVEC LE VIRUS 
DE LA CHORIOMENINGITE LYMPHOCYTAIRE 


par P. LEPINE et M”: V. SAUTTER.' 


La souche du virus de la chorio-méningite lymphocytaire, 
d'origine murine, que nous avons isolée a Paris (4) revét les 
mémes caractéres expérimentaux que les souches analogues 
isolées aux Etats-Unis [Armstrong et Lillie (2) ; Traub (8) ; 
Rivers et Scott ()] et en Angleterre [Findlay, Alcock et 
Stern (5)], avec lesquelles nous avons constaté qu’il existe une 
immunité croisée. Un certain nombre de ces souches pro- 
viennent du sang ou du liquide céphalo-rachidien de malades 
ayant présenté le syndrome clinique de la méningite lymplo- 
cytaire Récemment Baird et Rivers (6) ont étudié les relations 
qui existent entre le virus de la chorioméningite et certainrs 
formes cliniques de méningite lymphocytaire. Ils ont pu cons- 
tater que sur 29 malades ayant présenté un syndrome clinique 
de méningite lymphocytaire, 8 (soit 28 p. 100), avaient dans 
leur sérum des anticorps neutralisant le virus de la chorio- 
méningite, et que d’autre part, les antécédents cliniques de 
ces malades, qui tous avaient fait preuve d’une lymphocytose 
rachidienne élevée pendant leur méningite, montraient que 
la phase méningée de leur infection avait été précédée d’une 


(1) Lépine (P.) et Sautrer (V.). C. R. Ac. des Sc., 202, 1936, p. 124. 

Pour la bibliographie compléte de la question, cf. Krets (B.), article 
« Méningites lymphocytaires », in Levanrr1 et Léprnz, Les Ultravirus des 
Maladies humaines. Maloine, éditeur. 

(2) Armstrone (C.) et Luxe (R. D.). Pub. Health Rep., 49, 1934, 
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(3) Traus (E.). Science, 84, 1935, p. 298. 

(4) Rivers (T. M.) et Scorr (T. F. M. N.). Science, 841, 1935, p. 439. 

(5) Finptay (G. M.), Aucock (N. S.) et Srenn (R. O.). The Lancet, 230, 
1936, p. 650. 

(6) Barry (R. D.) et Rivers (T. M.). Amer, Journ. Pub. Health, 28, 
1938, p. 47. 
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période pendant laquelle ils avaient été atteints d’une maladie 
d.allure grippale. Ces auteurs rapprochaient leurs constata- 
tions cliniques des résultats rapportés 4 Paris [Lépine, Mollaret 
et Kreis (7)], ot l’on avait pu expérimentalement démontrer 
la réceptivité de homme au virus parisien de la chorio- 
méningite et montrer que celle-ci évolue cliniquement en deux 
périodes : la premiére & symptomatologie rappelant |’influenza, 
et aprés un intervalle libre de durée variable, la seconde 
(pouvant manquer chez un certain nombre de sujets) pendant 
laquelle on observe la réaction méningée caractérisée cytolo- 
giquement par le taux trés élevé des éléments cellulaires (a: 
peu prés uniquement des lymphocytes) dans le liquide céphalo- 
rachidien. 

Si Armstrong et Wooley, de méme que Traub, ont décrit 
l’apparition d’anticorps neutralisants dans le sérum de sujets 
manipwlant le virus de la chorioméningite, aucun cas de 
contamination de laboratoire n’a jusqu’ici été rapporté, malgré 
la virulence constatée par plusieurs auteurs de Vurine des 
animaux (souris, cobayes) inoculés. D’autre part, dans le 
milieu hospitalier ot nous avons pu étudier expérimentale- 
ment la chorioméningite (grace & Ja collaboration de MM. Mol- 
laret et Kreis, avec qui les observations seront rapportées en 
détail), il n’a été observé aucun cas de contagion, ni parmi 
les malades, ni parmi le personnel, malgré l’absence de pré- 
cautions particuliéres et d’isolement de nos malades. Il résul- 
tait de ces constatations l’impression générale, confirmée par 
de récents entretiens avec les travailleurs américains s’occu- 
pant de la question, que le virus murin de la chorioméningite, 
dont la virulence pour homme ne fait aucun doute, semblait 
ne pouvoir qu’exceptionnellement l’infecter. C’est pourquoi 
nous croyons utile de rapporter ici l’observation de l’un de 
nous (V. 8.) qui a été atteint d’une infection typique contractée 
au laboratoire. 


OpseRvATION (résumée). — Me V. §..., vingt-huit ans, poids 
65 kilogrammes. Excellente santé habituelle ; aucun antécédent patho- 
logique notable personnel ni héréditaire. Début des troubles le 8 avril 
par de la Jassitude, des frissons, qui sont mis sur le compte d’un 


(7) Lé&pine (P.), Moxzarer (P.) et Kreis (B.). C. R. Ac. des Se., 204. 
1937, p. 1846. 
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refroidissement. La température, qui n’a pas é6té prise, était certaine- 
ment déja élevée. Le lendemain, pas d’amélioration, impression persis- 
tante de froid avec asthénie ; pas de céphalée. Température ; 39°3. Le 
jour suivant, persistance des symptdémes, malaise général, frissons, 
sans aucun signe de localisation ; température évoluant entre 38° et 
39°. L’examen objectif, qui est pratiqué le 11, est entitrement négatif ; 
Vinfection est attribuée & une grippe. La fiévre persistant et s’accom- 
pagnant de transpirations abondantes, l’asthénie étant de plus en plus 
marquée malgré une relative euphorie, toujours sans signes de locali- 
sation, la malade est admise a 1’H6pital de 1’Institut Pasteur le 12 avril. 
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Fic. 1. — Courbe fébrile de la malade. 


A l’entrée on observe une paleur légére de la face, avec langue sabur- 
rale, constipation, quelques gargouillements dans la fosse iliaque droite. 
Rien 4 noter par ailleurs. Le 12 avril la température reste au-dessus 
de 38°, mais a tendance 4 baisser (388°5ele matin, 38°3 le soir), la 
malade éprouvant la méme asthénie trés accusée, sans douleur précise 
ni symptémes objectifs. Traitement : uroformine et régime lacté. La 
nuit est mauvaise (insomnie), mais le lendemain Ja température baisse 
ainsi que les jours suivants. Le 16 avril pour la premiére fois, la tempé- 
rature est de 37°1 le matin. Néanmoins l’asthénie persiste et le lende- 
main, alors que la température remonte a 37°8 le matin, apparail une 
céphalée intense qui persistera pendant les jours suivants ; cette 
céphalée s’accompagne d’une raideur de la nuque caractéristique. Le 19 
V’insomnie a été totale, la céphalée augmente, localisée 4 la nuque et 
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a la région frontale malgré Ja glace en permanence sur la téte. La 
malade essaie de boire un peu d’eau glacée et présente aussitét des 
nausées avec vomissements verdatres. L’examen objectif montre une 
réaction méningée légére mais nette (6bauche de Kernig) avec exagé- 
ration des réflexes. Aucun liguide n’est toléré. Traitement : sérum 
glucosé hypertonique intraveineux et uroformine. Le 20, la tempéra- 
ture monte a 39°2 le soir ; la symptomatologie du syndrome méningé 
est compléte ; intolérance gastrique totale. Urines : traces d’albumine. 
On administre 400 cent. cubes de sérum physiologique en goutte a 
goutte rectal. Le 21 1’état semble s’améliorer : baisse de la tempé- 
rature (38°6), diminution de la céphalée et des nausées, pas de yomisse- 
ments. Devant l’amélioration qui s’annonce on renonce a pratiquer la 
ponction lombaire qui avait été décidée. L’amélioration se poursuit les 
jours suivants, la température continuant a baisser le 22 et le 23, mais 
la céphalée persiste jusqu’au 24, ot la malade entre en convalescence. 
Tous les symptOmes méningés ont disparu, sauf la raideur de la nuque, 
que la malade accusera plusieurs jours encore. Urine : pas d’albumine. 
Apyrétique, mais trés affaiblie, la malade est emmenée en convalescence 
le 27 avril. Au sortir de l’hdépital elle pése 55 kilogr. 700 (perte 
9 kilogr. 300) ; l’asthénie est extréme et persistera longtemps ; la tempé- 
rature se maintient au-dessus de 37° avec des poussées subfébriles allant 
jusqu’A 37°8 jusqu’da la date du lever définitif, qui a lieu le 8 mai. 
A partir de ce moment la convalescence se poursuit normalement, mais 
trés lentement, marquée par la longue persistance de l’asthénie et une 
excessive fatigabilité. Poids : 58 kilogr. 300 le 11 mai, 60 kilogr. 700 
je 14 juin. 

Les différents examnens pratiqués au cours de la maladie et pendant 
la convalescence (urée du sang, numération globulaire, hémoglobine, 
etc.) n’ont rien montré de trés caractéristique. La formule sanguine 
montre, le 30 avril, une anisocytose avec anisochromie modérée des 
hématies et une légére mononucléose (grands mono. : 8 p. 100). La 
formule est redevenue normale 4 un nouvel examen pratiqué le 21 mai. 
Une hémoculture pratiquée lors de l’entrée a l’hépital est demeurée 
négative. : 


En résumé, l’observation ci-dessus est dans sa symptomato- 
logie superposable aux cas expérimentaux de méningite-lym- 
phocytaire de moyenne intensité que nous avons eu |’occasion 
d’observer. Le diagnostic a été posé dés le troisisme ou qua- 
triéme jour de la période d’infection, 4 la fois par la malade 
et par son entourage, en raison du symptéme grippal sans 
aucun signe de localisation ainsi que de l’espéce d’euphorie 
qui existait &4 ce moment malgré la température élevée, et qui 
avait été observée chez tous nos malades ; il a pu @tre aifirmé 
dés le moment ot, aprés une défervescence sans diminution 
de l’asthénie, on a pu voir la température remonter, accompa- 
gnée cette fois de la céphalée intense qui précéde |’apparition 
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des symptémes méningés ; ceux-ci, trés nets mais d’une inten- 
sité qui a cédé rapidement, ont persisté pendant quatre jours 
sans que cependant l’état de la malade ait rendu nécessaire 
une ponction lombaire dont la pratique a été retardée les deux 
premiers jours pour éviter un traumatisme inutile, tant le 
diagnostic était dés lors évident. Il est hors de doute, d’aprés 
ce que nous avons pu voir sur de nombreux autres malades, 
que si la ponction lombaire avait été alors pratiquée, elle 
aurait montré une lymphocytose élevée (toujours plus de 
000 éléments) du liquide qui se serait montré trés virulent 
pour la souris et le cobaye. Malgré l’absence de ponction lom- 
baire, la nature de affection a pu étre affirmée et le virus 
causal mis en évidence. 


RECHERCHE DU VIRUS. 


Sang : Le 20 avril, 2 cobayes recoivent par voie intrapéri- 
tonéale 1 c. c. 5 de sang pris a la veine. Le cobaye 312 réagit 
par une fiévre typique ; il est sacrifié agonisant le 3 mai 1988 ; 
ses poumons présentent une hépatisation bilatérale d’intensité 
moyenne, de teinte lilas caractéristique. Le cobaye 334 pré- 
sente une courbe thermique typique, mais survit ; il est 
éprouvé le 22 juin et succombe accidentellement le 27 juin sans 
avoir présenté de fiévre (incubation fébrile chez les témoins - 
quarante-huit heures). 

En méme temps, 6 souris sont inoculées par voie intracéré- 
brale avec le sang veineux. La souris 3433 succombe le dou- 
zieme jour; elle présente des Iésions de chorioméningite 
typiques (infiltration choroidienne caractéristique, exclusive- 
ment lymphocytaire, méningite septale et basilaire et infiltra- 
tion diffuse du parenchyme cérébral, foyers d’encéphalite avec 
manchons périvasculaires 4 la base). Les souris 5454 a 5456 
survivent ; elles sont sacrifiées le 34 mai 1938. Examen histo- 
logique : Les souris 5454 et 8457 présentent des lésions 
typiques du méme ordre que celles de la souris qui a succombé, 
mais moins accusées. Les 3 autres souris ne présentent rien 
d’anormal. Au total : 3 souris positives sur 6, donc présence 
du virus dans le sang circulant. 
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Urines : Le 20 avril, 2 cobayes recoivent par inoculation 
intrapéritonéale le culot de centrifugation de 10 cent. eubes 
d’urine repris dans 2 cent. cubes d’eau physiologique. A la 
suite de ces inoculations, ils ne présentent pas de fiévre carac- 
téristique ; ils sont éprouvés a la date du 22 juin ; l'un d’eux 
se montre immun (pas de fiévre), l'autre fait un simple crochet 
thermique & 40°53 Je sixiéme jour de inoculation, mais résiste 

Avec le méme matériel, 6 souris inoculées par voie intra- 
cérébrale le méme jour ne présentent aucun symptéme patho- 
logique ; elles sont sacrifiées le 23 mai. Examen histologique 
de Vencéphale : Les souris 5459 4 5464 présentent des lésions 
typiques du type chronique (encéphalite et manchons péri- 
vasculaires). La souris 5462 présente des Iésions du méme 
ordre, mais plus légéres. Les souris 5463 et 5464 ne présentent 
pas de lésions. Au total : 4 souris positives sur 6, présence 
de virus dans l’urine du 20 avril. 

Le 25 avril 1938, 6 souris n°* 38469 4 8474, recoivent par 
voie intracérébrale 1/20 de centimétre cube du culot de cen- 
trifugation de 10 cent. cubes repris dans 3 cent. cubes de sérum 
physiologique. Toutes survivent. Elles sont sacrifiées le 
31 mai 1938. Examen histologique : Aucune des souris ne 
présente de lésions histologiques du névraxe : absence de viru- 
lence de urine. 

D’autre part, le sérum de la malade, prélevé le 20 avril, a 
donné une déviation du complément avec antigéne chorio- 
méningite positive (10 unités). Le sérum prélevé le 26 avril 
montrait une forte déviation 4 15 unités (motons ici par compa- 
raison, que le sérum de 2 sujets, P. L. et B. K., manipulant 
depuis deux ans le virus et les animaux infectés, essayé dans 
les mémes conditions, ne donnait aucune déviation du complé- 
ment). 

En résumé : présence de virus dans le sang circulant au 
moment de la réaction méningée, c’est-d-dire & une période 
tardive ou chez beaucoup de malades il a déja disparu ; 
passage de ce virus au cobaye (mort d’un animal, survie et 
immunité de l’autre) et 4 la souris, présence de virus dans 
Vurine en quantité suffisante pour immuniser le cobaye et 
pour déterminer |’infection chronique de la souris, au moment 
ou l’examen clinique y montrait des traces d’albumine. Enfin, 
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déviation du complément positive dans les délais ot nous 
J’avons vue apparaitre chez nos autres malades. 

La nature de l’affection décrite dans l’observation ci-dessus 
ne peut donc pas faire le moindre doute : il s’agit d’une 
méningite lymphocytaire typique. 


ORIGINE DE LA CONTAMINATION. 


Il parait a priori assez difficile de fixer l’origine de la conta- 
gion, M” V. S... étant quotidiennement en contact avec le 
virus de la chorioméningite ainsi qu’avec les animaux infectés 
{prises de température, etc.). Néanmoins, il convient de remar- 
quer que deux autres travailleurs du laboratoire au moins 
travaillaient depuis longtemps avec le méme virus et gu’ils 
n'ont présenté aucun accident ; leur sérum ne révéle pas non 
plus de trace d’infection latente. Toutefois un incident, qui a 
été noté, semble bien étre a lorigine de la contagion. Le 
29 mars, soit dix jours exactement avant le début des pre- 
miéres manifestations, M”’ V. 8... préparait au laboratoire 
un antigéne chorioméningitique en vue de la recherche de la 
déviation du complément dans le sérum des malades ; au cours 
de la préparation de l’antigéne, qui s’effectue par broyage 
d’organes virulents (cobaye) dans un mortier avec de la poudre 
de verre, un menu fragment de verre vint a sauter et alla se 
loger dans la conjonctive de l’opératrice. L’accident fut immé- 
diatement percu et sur le champ il fut procédé a l’instillation 
oculaire de quelques gouttes d’une solution d’argyrol a 
2 p. 100. Il est difficile d’affirmer, mais il nous parait infini- 
ment probable, que la lésion conjonctivale imperceptible 
causée par le débris de verre, acéré et virulent, a été a lorigine 
de l’infection constatée ensuite, malgré l’application immé- 
diate d’un antiseptique. Depuis trés longtemps nous avions le 
désir de rechercher expérimentalement la possibilité d'infec- 
tion chorioméningitique de l’>homme par la voie conjonctivale, 
infection que nous avions suspectée & l’occasion de cas cli- 
niques antérieurement observés. L’incident rapporté ci-dessus 
ne peut que renforcer cette impression du role éventuel de 
la porte d’entrée conjonctivale dans l’infection humaine. 
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En tout état de cause, nous désirons attirer l’attention des 
chercheurs sur la possibilité d’infection au laboratoire par le 
virus de la chorioméningite. La méningite lymphocytaire, qui 
en est chez l’homme la conséquence, malgré son habituelle 
et apparente bénignité, n’en demeure pas moins une infection 
sévére et la convalescence prolongée qu'elle nécessite est la 
cause d’une incapacité de travail de longue durée. 


ETUDE DE QUATRE SOUCHES DE VIRUS DES RUES 
ISOLEES DE CAS 
POUR LESQUELS LE TRAITEMENT ANTIRABIQUE 
A ECHOUE 


par Démérre JONNESCO. 


. 


(Unstitut D* Babés, Bucarest.) 


Des causes complexes, dont beaucoup sont encore incon- 
nues, favorisent ou déterminent les décés par suite de rage 
chez des personnes qui ont cependant suivi le traitement anti- 
rabique. Parmi ces causes nous pourrions citer : la gravité 
des morsures, le terrain, la valeur de la méthode de traite- 
ment et la nature du virus de rue. 

Il y a, de fait, plusieurs souches de virus de rue, provenant 
d’animaux et qui ont été fixées sur lapins (Pasteur, Babés [1)), 
Hégyés [2], Levaditi, Nicolau et M"* Schéen [3], Nicolau, 
Mathis et M™° Constantinesco [4], Ando [5], Levaditi, Lépine 
et M"”® Schoen [6], etc.). Un virus de rue-loup a été fixé sur 
chien (Dém. Jonnesco [7]). Quelques virus se fixent dés le pre- 
mier passage, d’autres aprés un certain nombre de passages 
ou méme demeurent immuables, quel que soit le nombre des 
passages sur lapins ; enfin, il y a des virus renforcés, fixés 
par la nature, avec incubation fixe dés le premier passage. 
(Calabrese [8], P. Remlinger [9], d’Amato [40], Korits- 
choner [44], D. Jonnesco [42], Palawandow et Serebren- 
maya, [43)). 

Il y a, en dehors d’autres caractéres, un parallélisme entre 
la rapidité de la fixation d’un virus de rue et son degré 
d’agressivité. 

Ainsi le virus « Oulou fato » se transmet rarement chez 
Vhomme et la majorité des expérimentateurs n’ont pu fixer 
sa virulence. Levaditi, Nicolau et Schoen ont réussi, en 1926, 
A transformer une souche de virus du chien fou en virus fixe 
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aprés un grand nombre de passages. Une deuxiéme souche, 
soumise au passage, s’est montrée « immuable », méme apres 
42 passages sur lapins. D’aprés l'étude critique et expérimen- 
tale de S. Nicolau, C. Mathis et M™ Val. Constantinesco, le 
virus « Oulou fato » est un virus rabique de virulence atté- 
nuée, notion admise également par P. Remlinger [9]. Comme 
V’a noté P. Remlinger, les virus d’Afrique et d’Europe occi- 
dentale sont plus bénins et plus atténués que les virus 
d’Europe orientale. En Roumanie, nous avons fréquemment 
rencontré chez les animaux des virus renforcés 4 incubation 
extrémement courte. 

C’est pour cela qu’une importance toute spéciale s’attache 
& l’étude des virus de rue récoltés dans les cas pour lesquels 
le traitement antirabique a échoué, comme d’ailleurs s’est 
exprimée également la Conférence internationale de Paris en 
1927. ; 


I. Virus « Z », —N. Z..., agé de quarante-sept ans, du département 
d’Arges, commence le traitement deux jours aprés avoir été mordu. 
Plaie profonde a l’extrémité du médium gauche. Non cautérisé. Mordu 
par un chien disparu. A commencé le traitement le 23 novembre 1937 
et l’a suivi pendant dix-sept jours et demi arrivant jusqu’aux moelles 
de deux jours. A la fin du traitement a regu pendant trois jours et demi 
du vaccin phéniqué. Rage déclarée le 16 mai 1938, c’est-a-dire 
cent soixante-seize jours aprés la morsure. 


a) Le virus « Z », dilué a 1/100 et mélangé, a parties 
égales, au sérum antirabique, est neutralisé. 

b) Les coupes faites dans la corne d’Ammon (coloration 
Lentz) nous montrent la présence fréquente de corpuscules de 
Negri, avec de belles granulations 4 Vintérieur, oxyphiles, 
réfringentes et inclusions basophiles. Dans le reste du systéme 
nerveux central, vaisseaux pleins de sang, infiltration diffuse 
avec lymphocytes, rares nodules Babés. Vacuolisation, dégé- 
nérescence granulo-graisseuse et chromolyse accentuée des 
cellules nerveuses en différentes régions. Les noyaux des cel- 
lules nerveuses deviennent souvent excentriques et souffrent 
de karyolyse a différents degrés. 

c) 10 souris inoculées par voie sous-cutanée, avec 0c. c. 3 
d’émulsion & 1/50 sont paralysées : 4 au bout de neuf jours, 
4 au bout de dix jours et 4 au bout de vingt-quatre jours. 
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d) On a étudié la virulence des dilutions en inoculant des 
lapins, par voie intracérébrale (0 c. c. 5), chacun avec une 
dilution variant de 4/100.060 a 1 /1.000.000. Les lapins 
inoculés & 1/100.000, 4/200.000, 1/300.000, 1/400.000, 
1/500.000 et 1/700.000 ont succombé a la rage. 

e) Passages sur lapin. Le premier lapin inoculé par voie 
subdurale est paralysé aprés une incubation de onze jours et 
succombe au bout de deux jours de paralysie. On a trouvé de 
fréquents corpuscules de Negri et une légére infiltration diffuse 
sans manchons périvasculaires. 

Au second passage, l’incubation baisse brusquement & 
quatre jours ; durée de la paralysie, trois jours. On ne trouve 
plus de corps de Negri. 

Au troisiéme passage l’incubation se fixe & trois jours et s’y 
maintiendra dans les passages ultérieurs. La durée de la para- 
lysie est tantét de deux, tantdt de trois jours. Corps de Negri 
négatifs Les ensemencements de contrdle faits a partir du 
cerveau et du coeur, sont demeurés stériles. 

Chez les lapins inoculés avec ce virus, apparait aux pre- 
miers passages et au début de la maladie, une période d’exci- 
tation et une tendance 4 l’agressivité, les animaux s’élancent 
contre les parois de leur cage.: Cette phase dure de six a 
huit heures ; aprés apparaissent des troubles de coordination, 
de la paralysie spasmodique, puis paralysie flasque et mort. 

Il. Virus « T ». — T. G..., 4gé de vingt-cing ans, se présente au trai- 
tement cing jours aprés la morsure, les crocs ont pénétré profondément 
dans l’avant-bras gauche, le chien a disparu. Pas de cautérisation. A 
suivi le traitement antirabique pendant dix-neuf jours et a recu dés le 
premier jour 40 cent. cubes de sérum antirabique. On lui a fait chaque 
jour 2 injections de moelle n° 5 jusqu’A n° 2, sans n° 1 et 0 ; les quatre 
derniers jours il a recu seulement le vaccin phéniqué. Il termine le 


traitement antirabique le 13 décembre et présente des symptémes de 
rage le 27 décembre 1937. 


Ce cas présente un grand intérét parce que, comme nous 
Vavons appris ultérieurement, le patient travaillait toute la 
nuit, pendant le temps ot il suivait le traitement, dans une 
fabrique de tissus et ne dormait que deux heures. Dans la 
journée il venait deux fois 4 l'Institut pour les injections. 
Cette cause prédisposante, la fatigue, me rappelle un autre 
insuccés de traitement : il s’agissait d’une insolation subie 
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immédiatement aprés la fin du traitement et d’un décés dt a 
la rage survenu chez une femme éthylique 4 la suite de 
lingestion d’une forte quantité d’alcool. 

a) Le virus « T », dilué au 1/100 et mélangé en parties égales 
au sérum antirabique est neutralisé. 

b) Les coupes faites dans la corne d’Ammon (coloration 
Lentz) montrent la présence de nombreux corps de Negri, qui 
disparaissent au bout de 4 passages. Mémes lésions que pour 
le virus « Z», présentant en plus de nombreux manchons péri- 
vasculaires, infiltrations qui disparaissent en méme temps que 
se fait la fixation du virus. 

c) 10 souris inoculées, par voie sous-cutanée, avec 0c. c. 5 
d’émulsion au 1/50, tombent paralysées : 3 au bout de onze 
jours, 2 au bout de quatorze jours et 1 au bout de quinze jours. 

d) On a étudié la virulence des dilutions en procédant de 
la méme maniére que pour le virus « Z ». Les lapins sont 
morts de la rage jusqu’a la dilution maxima de 1/8500.000 

e) Passages sur lapins : 


Se a ; ; DURKEE 
Pine Lae 3 Batis & fe Poe de ja maladia 
de passages e corps de Neg en j déclarée 

1 8 hers rn Ra ae cal, Mere ges Sees 10 2 
Digi Wa, Sz iabler ae caace eRe 7c +++ 10 2 
Birt cao kseta 2225 ib Sah +++. 10 3 
SS Lk ey ee +++ 6 3 
Liga pcos tn ae ton. cee —- 4 2 
Gite, Siete Abe. cee ieee — 3 3 
il, soak tye eya Rate are ee tte eval ee ani — 3 2 
ae eae Sree. ae agentes — 3 f 2 
Oo otig Sear EIS eee Etre @ — 3 2 
0: See Teh eee Bee — 3 Pp) 
TA ged WE cake dey Pek aaa, ae —_— 3 2 


Au cinquiéme passage, les corps de Negri disparaissent en 
méme temps que diminue la durée de l’incubation a quatre 
jours. Le virus se fixe définitivement a trois jours d’incubation 
au sixiéme passage. Le contréle bactériologique est négatif. 

On observe les mémes phénoménes cliniques que pour le 
Virus: <crZ, >», 


Wl. Virus « H ». — M. H..., vingt-huit ans, du département de 
Muscel. I] se présente au traitement un jour aprés la morsure. Les 
crocs ont pénétré superficiellement au pouce droit et sur la face dor- 


nn 
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sale et palmaire. Non cautérisé. Chien C. — Commence le traitement le 
25 février 1937 et le suit réguligrement pendant dix-sept jours sans 
recevoir toutefois les numéros 1 et 0, mais seulement les moelles atté- 
nuées par dessiccation de six 4 deux jours, plus les émulsions cérébrales 
virus fixe respectives atténuées par la chaleur ; les trois derniers jours 
du traitement, il a regu seulement du vaccin phéniqué. Rage déclarée 
le 24 janvier 1938, soit onze mois aprés la morsure. 


a) Neutralisation du virus positive 1/4, dans les mémes con- 
ditions que pour les virus Z et T. 

b) Les coupes faites dans la corne d’Ammon, montrent la 
présence de corps de Negri fréquents, lesquels diminuent de 
nombre au septiéme passage et disparaissent aux huitiéme et 
neuviéme passages en méme temps que la durée de 1’incuba- 
tion se fixe a trois jours. 

Memes lésions que pour les virus « Z » et « T ». 

c) 10 souris inoculées, par voie sous-cutanée, avec 0c. c. 5 
de l’émulsion au 41/50 sont paralysés : 4 au bout de quatorze 
jours, 2 au bout de quinze jours et 2 au bout de seize jours. 

d) On a étudié le degré de virulence des dilutions en pro- 
cédant de la méme maniére que ci-dessus ; les lapins inoculés 
jusqu’a la dilution maxima de 1/400.000, ont succombé. 

e) Passages sur lapins. Le premier passage donne une 
incubation de douze jours ; le septiéme, cing jours et au 
dixiéme la durée de l’incubation se fixe a trois jours. 

On observe les mémes phénoménes cliniques que pour les 
virus « Z » et « T ». 

Contréle bactériologique négatif. 


DUREE 
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IV. Virus « B ». —I. B..., Agé de huit ans, du département de Valcea, 
se présente au traitement cing jours aprés la morsure. Les crocs. ont 
pénétré superficiellement la région suborbitaire droite. Non cautérisé. 
Chien C. Commence le traitement le 30 septembre 1937 et le suit régu- 
liérement pendant vingt-et-un jours et demi avec des moelles n° 6 & 2, 
plus les émulsions cérébrales respectives, atténuées par la chaleur, sams 
recevoir les injections n° 1 et 0. 


La rage se déclare le 12 février 1938. 


a) Neutralisation du virus positive a 4/1. 

b) Les coupes faites dans la corne d’Ammon, nous montrent 
la présence de fréquents corpuscules de Negri, lesquels dimi- 
nuent de nombre au troisiéme et au quatriéme passage pour 
disparaitre au cinquieme et au sixiéme passage, en méme 
temps que la durée de l’incubation se fixe a trois jours. 

Mémes lésions qu’avec les virus antérieurs: ; 

c) 10 souris inoculées, par voie sous-cutanée, avec 0c. c. 5 
de l’émulsion a 1/50, tombent paralysées : 4 au bout de 
quatorze jours, 4 au bout de quinze jours et 4 aprés dix- 
sept jours. 

d) On a étudié le degré de virulence des dilutions en pro- 
cédant de la méme maniére que pour le virus « Z ». Les lapins 
inoculés sont morts de rage jusqu’a la dilution maxima de 
4 /600.000. 

e) Passages sur lapins. Le premier passage donne une 
incubation de douze jours et au septi¢me passage, la durée de 
Vincubation se fixe 4 trois jours. On observe les mémes phé- 
noménes clinigques d’excitation qu’avec le virus « Z ». Le 
contréle bactériologique est négatif. 


NOMBRE PRESENCE : INCUBATION ‘de beat 
de: passages de corps de Negri en jours daelante 
Nace sch AG Us Soe ee en a SPAR ar 12 4 
ere SEG as et, See Ee ee .. +444 40 3 
ST Ren ee ol ee ks Meee ee — 9 2 
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Je crois que P. Remlinger [44] a parfaitement raison quand 
il insiste pour intensifier le traitement antirabique dans les 
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Instituts ou apparaissent des insuccés de la méthode pasteu- 
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Fic. 1. — Fixation de quatre souches de virus des rues isolées 
des cas pour lesquels le traitement antirabique a échoue. 


rienne, toutefois l’une des principales causes de ces. insuccés 
est la nature méme du virus inoculé par les morsures. 
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ConcLusions. 


1° Les 4 souches de virus des rues, isolées des cas pour les- 
guels le traitement antirabique a échoué présentent les pro- 
priétés des virus renforcés. ; 

2° Ces virus se fixent trés rapidement sur l’encéphale du 
lapin aprés 3, 5, 10 et 7 passages, ce qui dénote une adapta- 
tion prononcée pour le systéme nerveux central. 

3° Ils sont trés pathogénes par voie sous-cutanée pour les 
souris chez lesquelles ils produisent une mortalité moyenne 
de 80 p. 100 

4° Ils sont pathogénes méme en grandes dilutions, par voie 
intracérébrale chez les lapins, a 1/700.000, 1/500.000, 
4/400.000 et 1/500.000. 

3° Ils produisent constamment des phénoménes d’excita- 
tion et des convulsions aux premiers passages sur lapins, au 
début de la maladie. 

6° Il n’y a pas de parallélisme entre la durée de l’incuba- 
tion chez homme et la durée de l’incubation chez le lapin 
(premier passage). Les incubations longues chez l’homme ne 
sont pas en rapport avec la présence d’un virus peu patho- 
gene. 

7° Les corpuscules de Negri dans la corne d’Ammon dispa- 
raissent en méme temps que diminue ou se fixe la durée de 
Vincubation a trois jours. 

&° L’existence dans la nature de virus possédant une adap- 
tation naturelle renforcée pour le systéme nerveux central, 
explique en partie certains insuccés du traitement antirabique 

9° En présence de semblables virus nous croyons que 
s'impose une intensification du traitement antirabique. 
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ETUDE DE SOUCHES AMERICAINES, ASIATIQUES 
ET EUROPEENNES 
DE MICROBES DU GROUPE PULLORUM-GALLINARUM 


par L. DELPY et R. RASTEGAR. 


(Service des recherches vétérinaires Hessarek-Karady, 
Téhéran [Iran.}) 


La pullorose a fait son apparition en Iran au cours de 1935, 
A la suite de importation de volailles du Japon et de Russie. 
A cette occasion, nous avons étudié comparativement les sou- 
ches isolées sur place et 13 souches typiques, d’origine 
étrangére, parmi lesquelles le Bacterrum sanguinarium original 
de Moore. Ces derniéres souches ont été mises & notre dispo- 
sition par MM. Truche, de 1’Institut Pasteur de Paris, le pro- 
fesseur Rodrigués, de l'Institut Cswaldo-Cruz, et Donatien de 
l'Institut Pasteur d’Alger, 4 qui nous adressons |l’expression 
de notre gratitude 

Le tableau I donne les caractéristiques des souches ira- 
niennes ou étrangéres que nous étudions. Nous nous pro- 
posons de justifier, au cours de ce travail, les déterminations 
proposées, par anticipation, dans la troisiéme colonne. 


I. — ConsTITUTION DU GROUPE PULLORUM-GALLINARUM. 
TERMINOLOGIE. 


Les travaux publiés sont nombreux, mais le plus souvent 
fragmentaires et parfois contradictoires. Depuis le mémoire 
d’Hadley Eldwin et Caldwell (4918), les auteurs restent divisés. 
Pour les uns, le groupe est constitué par une série de microbes 
possédant des caractéres différentiels nets et permanents, et 
qui doivent étre regardés sinon comme des espéces, tout au 
moins comme des variétés bien distinctes. 
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TaBLeau I. — Liste des diverses souches 
étudiées au laboratoire d’Hessarek. 


DESIGNATION ’ 
employée PROVENANCE DETERMINATION 
dans : ‘ Saas 
Rortravail et désignation d'origine proposée 


f K-772 . . .flran : Moelle osseuse de poussins morts de|S. pullorum A. 
maladie naturelle. 


H-22. . 
HB-1 . . .(Iram : Moelle osseuse de poussins infectés 
ub? . . .( expérimentalement. S. pullorum A. 
-3 
Taub . . .{Institut Pasteur de Paris : pullorum « Taub ».|S. pullorum A. 
Bourgeois . |Institut Pasteurde Paris : pullorum « Bourgeois».|S. pullorum A. 
Alger . . .|Institut Pasteur d’Alger : B. pullorum. S. pullorum A. 
P-3 . . . .|American type culture collection pullorum 114.|S. pullorum A. 
V.B. .. .}Institut Pasteur de Paris : pullorum V. B. S. pullorum B. 
Adam. . .|Institut Pasteur de Paris : pullorum « Adam ».|S. pullorum B. 
P-l . . . .|pullorwm, souche A'16, de Rettger (1916). S. pullorum B. 
Gosset. . .|Instifut Pasteur de Paris : pullorwm « Gosset ».|S. intermedius: B. 
P-14. . . .|Rijksseruminrichtung Rotterdam (P* Reese) :|S. intermedius B. 
pullorum Adelshop. 

P-28. . . .|Hanovre (P" Miessner) : souche H.1.009 (Gaz +).|S. inlermedius A. 
G-27. . . .|Bacterium sanguinarium (souche originale de 

be MOOT) Ey iii take hu car ko gt are ys cusp heg tere: S. gallinarum. 


Petrot. 


Bourdé . 8 souches de l'Institut de Paris : B. gallinarum.|S. gallinarum. 
Sauvaitre | 


Nota : Nous avons laissé aux souches qui nous ont été envoyées par M. le professeur 
Rodrigués, les désignations : P-1, P-14, P-28, G-27, employées par Pacheco et Rodrigués 
dans leurs travaux, afin de faciliter la comparaison entre leurs résultals et Jes nétres. 


Ces microbes sont : 

4° Bacterium gallinarum, Klein, 1889. Synonymes princi- 
paux : B. sanguinarium, Moore, 4895 ; B. typhi-gallinarum. 
Pfeiler et Rhese, 1913; B. typhi-gallinarum alcalifaciens, 
Pfeiler, 4917 ; Eberthella sanguinaria, Bergey et al., 1923 ; 
Salmonella gallinarum, Bergey et al., 1934 ; Salmonella pul- 
dJorum, Kauffmann, 1931 ; Shigella gallinarum. 

2° Bacterium pullorum, Rettger, 4909. Synonyme : Salmo- 
nella pullorum, Bergey et al., 1934. 

Cette derniére espéce a été subdivisée en : 

a) B. pullorum A (gazogéne), Hadley et al., 1948. 

b) B pullorum B (non gazogéne), Hadley et al., 1948. 

ce) B. pullorum intermedius, Pacheco et Rodrigués, 1935. 

Signalons encore les variétés : B. gallinarum gazogtne, de 
Beck et Eber (1933), B. gallinarum Duisbourg, de Kauilmann, 
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et les souches « Uebergang » de Beck et Eber. Leur identité 
sera étudiée par la suite. 

Beaucoup d’autres auteurs n’admettent que les deux espéces 
pullorum et gallinarum, allant parfois jusqu’a les placer dans 
deux genres différents (Salmonella et Shigella), mais consi- 
' dérent les variétés mentionnées plus haut, comme des souches 
anormales, dépourvues de tout caractére permanent, sans 
fixité aucune. ; 

Enfin, il est des « unicistes » qui ne reconnaissent qu'une 
esptce Salmonella gallinarum, ou (Kauffmann) S. pullorum. 
On sait qu’au Congrés Vétérinaire de Londres (41930) ce point 
de vue avait été défendu par Manninger, Klimmer.et Haupt, 
tandis que Beaudette et Panisset, sans suivre enticrement 
Hadley et ses collaborateurs, admettaient l’existence des deux 
espéces. 

Le Congrés de New-York ne nous a point donné de préci- 
sions nouvelles. 

En France, Truche, dans ses diverses publications reconnait 
les deux espéces principales. Il en est de méme pour Verge. 
et pour Rochaix, Tapernoux et Couture. Par contre, Lesbouy- 
ries (1934) accepte les deux pullorum A et B et confirme leurs 
caractéres différentiels. 

Nous pouvons ranger dans la littérature francaise, les notes 
de Pacheco et Rodrigués, publiées au cours des derniéres 
années, dans les comptes rendus de la Société de Biologie. Ces 
auteurs, reprenant l’ensemble des recherches déja publiées, 
étudient les raisons de certaines divergences et concluent de 
leurs expériences que gallinarum, pullorum A, B et inter- 
medius constituent des types fixes et bien distincts. 

Quant a la position du groupe dans la classe des Schizomy- 
cétes, elle est encore trés indécise si l’on en juge tout au 
moins par les noms génériques attribués aux microbes. Ha 
France, on les qualifie de Bacterium ou de Bacillus mais en 
prenant ces mots dans leur sens le plus large, et sans leur 
attribuer la valeur générique précise qu’ils ont dans la classi- 
fication américaine. Récemment, cependant, Hauduroy et ses 
collaborateurs dans leur « Dictionnaire » adoptent la classifi- 
cation de Bergey, et rangent Jes pullorum-gallinarum dans le 
genre Sulmonella. 


GROUPE PULLORUM-GALLINARUM 539 


A létranger, c’est le nom générique Salmonella qui est 
généralement employé. Certains auteurs emploient aussi Bacte- 
rium, au sens précis ou au sens large, et méme Bacillus. 
évidemment au sens large. Certains classent gallinarum dans 
le genre Shigella, et pullorum dans le genre Salmonella, ce 
qui semble tenir pour certain que pullorum est toujours gazo- 
géne et que gallinarum ne |’est jamais. 

L’intérét que présente l’emploi de noms précis est évident : 
Vemploi des noms Salmonella ou Bacterium, permet de ne 
pas énumérer toute la série de caractéres qui entrent dans Ja 
définition de ces genres. Encore faut-il que ces définitions 
soient généralement admises. 

Si l’on admet la valeur des classifications basées sur ia 
structure antigénique des bactéries, et en particulier la classi- 
fication adoptée par la Société internationale de microbiologia 
a la suite des travaux de White et de Kauffmann, pullorum 
et gallinarum sont des Salmonella du groupe D (S. typhi). 
Pullorum et gallinarum sont & vrai dire parfaitement distinctes 
des autres Salmonella, puisqu’elles ne comportent que |’anti- 
géne O, thermostable. White établit d’ailleurs pour elles le 
type Meta-Salmonella et, dans sa définition du genre, fait place 
a des espéces sans phase mobile péritriche, et qui ne pro- 
duisent pas de gaz aux dépens du glucose. 

Les divers auteurs qui ont repris les travaux de White ot 
de Kauffmann, confirment que pullorum et gallinarum sont, 
de par leur antigéne O, du méme groupe antigénique que le 
bacille typhique et l’enteritidis. Pacheco et Rodrigués (41936) 
constatent, qu’a ce point de vue, il n’y a pas de dilférence 
entre les cing types du groupe. 

La présence chez pullorum d’une fonction antigénique spé- 
ciale (Aoki, 1928) n’a pas été confirmée. I] en est de méme 
pour l’antigéne qui serait commun a pullorum et au para- 
typhique A. 

Enfin, personne n’a réussi jusqu’ici 4 différencier, par leurs 
réactions antigéniques les divers représentants du groupe. Si 
White et la Société internationale de microbiologie recon- 
naissent les deux espéces pullorum et gallinarum, c’est en 
tenant compte des caractéres biochimiques qui séparent ces 


deux espéces. 
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Ces diverses considérations, nous conduisent A adopter pour 
la dénomination des microbes du groupe pulluruwm-galli- 
narum, le nom générique Salmonella tel qu’il est défini par 
White [A system of bacteriology] (4) et la Commission des 
Salmonella de la Société internationale de microbiologic. Les: 
recherches personnelles que nous allons exposer ont eu pour 
but de vérifier si l’étude des caractéres culturaux et biochi- 
miques confirme les résultats de ]’étude de Ja structure anti 
génique, c’est-a-dire ne permet de reconnattre, avec Kauffmann, 
que Salmonella pullorum, ou si, au contraire, il existe plusieurs. 
espéces ou variétés, ayant une structure antigénique commune 
ce qui serait conforme a l’opinion soutenue, en dernier lieu, 
par Pacheco et Rodrigués. 


If. — IsoLEMENT DES souCcHEs (2). 


En partant de carcasses, d’ceufs et d’excréments provenant 
des élevages infectés, nous avons isolé plusieurs souches qui 
se sont révélées identiques. Elles sont représentées ici par 
la souche type K-772. 

Avec ces souches nous avons procédé a des inoculations 
expérimentales et isolé une nouvelle série, comprenani 
entre autres H-22, HB-1, HB-2 et HB-3, qui seront étudiées: 
dans le présent travail. Chacune de ces souches a été étudiée 
4 plusieurs reprises, aprés des périodes de conservation a la 
glaciére de quelques semaines, a plusieurs mois. 

Pour les premiers isolements, en partani de matériel suspect. 
ou infecté, nous avons eu recours aux techniques suivantes 


(1) Définition du genre Salmonella : Vaste genre de bacilles Gram- 
négatifs et non sporulés, présentant des caractéres sérologiques com- 
muns. Leurs dimensions habituelles sont 0,4 a 0,6 vy» mais ils forment 
parfois de courts filaments. Ils présentent, sauf quelques exceptions uac 
phase péritriche mobile sous laquelle ils se présentent normalement. 
Dans l’ensemble, ils possédent les caractéres tinctoriaux et morpho- 
logiques du bacille typhique. Ils ne fermentent ni le lactose, ni le 
saccharose ; ne coagulent pas le lait, ne liquéfient pas la gélatine et 
ne produisent pas d’indol. Ils attaquent réguli¢rement le glucose, et 
le plus souvent avec gaz. Toutes les espéces connues sont pathogénes 
pour i’homme et les animaux ou bien pour l’homme ou les animaux. 
(Traduit de White, in A system of Bacteriology, IV, p. 86.) 

(2) Nous donnons in fine des renseignements sur les milieux employés. 
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Carcasses : Ensemencement en bouillon peptone de la moelle 
osseuse (Truche), du sang du cceur, ou de la pulpe hépatique. 

OEujs : Ensemencement de la substance vitelline en bouillon 
peptone. 

Excréments : Ensemencement en bouillon peptone ou en 
bouillon au vert brillant. 

Lorsque ces premiéres cultures se sont montrées positives 
en vingt-quatre heures nous avons différencié les Salmonella. 
des Pasteurella et de B. coli, dont la présence doit toujours 
étre suspectée, par les épreuves résumées dans le tableau II. 


TaBLeau II. 

Salmonella Pasteurella Biecou 
Mobuité’. 2.5... 0 0 + ¥ 
Eau de leyvure... . + 0 + 
Milieu de Cerrutti . . + 0 aa 
Olterats cc Bsc a ee ay 0 + + 
Lait (coagulé) 4. 5S 2. 0 0 ar 
Gélose au vert brillant. . + (24h.). + (8 j.). + (8 j.) 


La mobilité étant souvent difficile & apprécier, en raison » 
des mouvements de culbute actifs que présentent certaines 
souches de microbes « immobiles », nous avons utilisé ]’ense- 
mencement par pigtre en gélose demi-solide (Klimmer et 
Haupt, 1929). B. coli donne en vingt-quatre heures des colo- 
nies éparses dans la totalité du milieu, tandis que les germes 
immobiles ne poussent qu’au long de la piqtre. A cdté de 
l’ensemencement en eau de levure, préconisé par Truche, nous 
pratiquons l’ensemencement dans le bouillon de Cerruti : 11 
arrive en effet que les Pasteurella poussent en eau de levure, 
si le repiquage comporte une quantité assez importante de 
bouillon peptone ; par ailleurs, si cette quantité est trop faible 
et le nombre de germes repiqués peu élevé, il arrive que les 
Salmonella ne poussent pas. 

Quand il est nécessaire de pratiquer de nombreux isole- 
ments, avec la seule intention de rechercher la présence ou 
absence des Salmonella du groupe pullorum, il suffit d’ense- 
mencer sur gélose au vert brillant, soit directement, soit apres 
un passage en bouillon additionné de ce colorant. 

La gélose au vert brillant a été utilisée par de nombreux 
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auteurs pour l'étude des microbes des affections aviaires. 
Citons Stafseth et Mallmann (1928), Thorp et Same (1928), 
Kerr (1930), Verge et Thieulin (4934), Pacheco et Rodri- 
cués (1936). Il est prouvé que les solutions de vert brillant 
doivent étre de préparation récente : Kerr, estime qu’elles 
ne sont plus utilisables aprés sept jours, Verge et Thieulin 
aprés deux ou trois jours. Nous recommandons d’utiliser des 
solutions préparées extemporanément. 

La concentration en colorant varie selon les auteurs. Nous 
avons préparé des géloses additionnées de vert brillant dans 
les proportions suivantes : 1/100, 1/500, 1/4.000, 1/10.000, 
1/50.000 et avons ensemencé dans des conditions identiques, 
toutes nos souches pullorum-gallinarum, et des souches 
authentiques (Institut Pasteur de Paris) de Bacille typhique, 
de paratyphiques A et B, de bacille du célon, de staphylocoque 
doré, ainsi que des souches iraniennes de Pasteurella. Les cul- 
tures ont été observées quotidiennement pendant quinze jours. 
Le tableau III, présente les résultats obtenus. Nous ne men- 
tionnons pas les géloses vert brillantées 4 1/100, qui manquent 
de solidité et sont malaisément utilisables. 


TasieAu II]. — Action du vert brillant sur quelques espeéces 
microbiennes. 


PROPORTIONS DE VERT BRILLANT 


4/500 1/1.000 | 4/10.000 1/50.000 


S. lyphi. OR 
S. paratyphiA.....  .|+ 
S. par aier Boa ae |+R 
E. 


15 j.). 


le 
agate 


P. bovisept ( 
S. pullorum A et B. . + 

S. gallinarum (souches France). +R. (72h. ; 
B. sanguinarium de Moore.|0 (45 j.). 
S. inlermedius A 0 (155 ):). 
S. intermedius B 15. J) 


t+4+4+tooot++ 


a ere 


Nota : j., jour; h., heure; R., réduction du vert brillant. 


Nos résultats, contrélés 4 plusieurs reprises, montrent que 
la concentration optima est 1/10.000. Cette concentration per- 
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met en vingt-quatre heures, une prolifération nette de tous les 
pullorum, intermedius et gallinarum. Les paratyphiques A el B 
poussent également, dans le méme espace de temps. Aucun des 
autres microbes ne cultive, méme aprés quinze jours. Les 
concentrations 4 1/500 et 1/1.000 retardent la culture du para- 
typhique A et de certaines souches de gallinarum ; elles 
empéchent totalement la culture du B. sanguinarium (souche 
originale de Moore) et de tous les intermedius. 

La concentration & 1/50.000 laisse pousser, en vingt-quatre 
heures, le bacille typhique et, d’aprés Verge et Thieulin, laisse 
rait, aprés trois ou quatre jours, pousser certains B. coli. 
Elle offre donc moins de sécurité que la concentration de 
1/10.000, que nous avons définitivement adoptée. 

Nous verrons ultérieurement que l’aspect des colonies sur 
les géloses au vert brillant permet, dans une certaine mesure, 
la différenciation des divers représentants du groupe pullo- 
rum-gallinarum. 

Signalons que Kerr (1930) a pu, sur milieu au vert brillant, 
isoler S. pullorum de carcasses putréfiées de poulets morts 
depuis un mois. 

Les milieux différentiels de Staffseth et Mallmann (4928) 
et de Truche, Staub et Bauche (1934) donnent, avec plusieurs 
souches de Salmonella aviaires, des résultats difficiles & inter- 
préter. 


III. — CarRACTERES MORPHOLOGIQUES. 


Nos diverses souches sont indifférenciables par l’examen 
microscopique des éléments. Ges Salmonella immobiles sont 
de petits batonnets 4 extrémités arrondies, de 2 a 4 », présen- 
tant souvent la coloration bipolaire. Les éléments, générale- 
ment isolés, peuvent former de courtes chainettes et, sur 
eélose, présentent fréquemment des formes incurvées. Dans 
les cultures 4gées, on trouve des coccobacilles, des formes en 
massue et des chainettes. 

Les cultures jeunes permettent d’observer d’actils mouve- 
ments de culbute, tout au moins dans certains cas, mais jamais 
de mouvements de translation. 

Ces microbes sont nettement Gram négatils. 
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IV. — CARACTERES CULTURAUX. 
a) BouILLon PEPTONE. — On observe quelques variations dans 


les cultures de premier isolement, puis, aprés repiquage, toutes 
les souches se comportent de facon identique, 4 une exception 
pres’ (P.3): 

En dix a quinze heures se produit un trouble uniforme, avec 
ondes soyeuses, qui atteint son maximum vers la fin du 
deuxiéme jour et, dans l’ensemble, est plus accentué lorsqu’tt 
s'agit de S. gallinarum. Une seule souche, S. pullorum P. 3, 
ne trouble pas le milieu, mais donne d’emblée un sédiment 
granuleux. Ce phénoméne, qui a été constamment observe 
pendant dix-huit mois, ne correspond pas 4 un aspect parti- 
culier sur gélose et les cultures ne présentent ni l’aspect, ni 
les réactions du type « Rough ». ; 

Exceptionnellement, on observe l’apparition d’une pellicule 
trés mince, ou seulement d’une collerette. Vers la fin de la 
premiére semaine, ou plus tard, le milieu commence a s’éclair- 
cir par sédimentation et, a partir du quinziéme jour, les 
microbes constituent un dépot qui, par agitation, se souléve 
en un nuage cohérent parsemé de grains opaques. 

L’odeur des cultures n’a, en général, rien de caractéristique. 
Certaines souches de S. pullorum dégagent une odeur de poulet 
roti assez agréable. 


b) Eau pepronse. — Les caractéres sont les mémes qu’en 
bouillon peptone, mais les cultures sont plus pauvres. 


c) GELOSE NUTRITIVE. — Sans prétendre que l’examen des 
cultures sur gélose suffit pour différencier les trois espéces 
pullorum, gallinarum et intermedius, nous pensons que l’exa- 
men des colonies fournit de trés utiles indications. La plupart 
des auteurs conseillent Vemploi de milieux spéciaux poue 
accentuer les différences morphologiques de pullorum et de 
gallinarum (milieu de Drigalsky, de Holt-Harris et Teague, 
etc.). GCependant, Taylor (1916), Beck et Eber (1917), Lerche 
(1929), Lesbouyries (1934), ont signalé les différences d’aspect, 
sur gélose simple, des colonies de pullorum et de celles de 
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gallinarum. Dans ensemble, nous sommes tout A fait d’accord 
avec ces auteurs. S. pullorum A., quelle que soit la souche, 
donne des colonies extrémement fines, transparentes, peu 
adhérentes a la gélose, bombées et, pendant les premiers jours, 
difficiles & bien voir sous un éclairage normal. S. pullorum B. 
se présente sous le méme aspect. Les colonies de S. gallinarura 
sont bien plus grandes (1 & 2 millimétres en vingt-quatre 


ices 4); Fie. 2. 


Fic. 14. — Culture sur gé!ose de quarante-huit heures de la souche K 772 
(S. pullorum A.), d’Ivan. Gross. : 1,6. 


Fic. 2. — Culture sur gélose de quatre jours, de la souche K772 ~ 
(S. pullorum A.), d'Iran. Gross. : 1,6. 


heures). blanc g¥isatre, bien visibles. S. intermedius présente 
des colonies du type gallinarum (fig. 1, 2, 3). 

Lorsque la culture vieillit (4 -5° jour), les colonies de gallv- 
narum deviennent en général confluentes, constituant une 
nappe grasse et continue. Cette nappe continue = OUSEENG 
exceptionnellement avec pullorum. Par contre, cette espéce 
présente fréquemment une évolution vers le type mucoide : on 
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voit se former des colonies de grande taille, parfois constituées 
par la fusion de colonies plus petites. Ces grandes colonies, 
d’abord bombées et brillantes, circulaires, ne tardent pas a 
s’ombiliquer, en méme temps qu’elles semblent « couler » 
vers la périphérie, ot apparait un anneau « mucoide » a con- 
tours irréguliers, en flaque. Cette particularité a déja été 
signalée & propos de gallinarum par Gressel (4927). Etant 
donné que nos souches gallinarum poussent sur gélose de 


Fic. 3. — Culture sur gélose de 24 heures de la souche Petrot 
(S. gallinarum), de l'Institut Pasteur de Paris. Gross. : 1,6. 


facon exubérante, et que les colonies se fusionnent rapidement 
en nappe, nous avons eu moins de facilité pour observer la 
transformation mucoide, si elle existe. 

Sans avoir recours a des milieux particu@iers, nous avons 
vu couramment, sur certaines cultures en gélose, des divers 
types, apparaitre des colonies filles (colonies secondes, 
papillae). Ges colonies filles ont été observées avec d’autres 
microbes et décrites. Pour ce qui est des Salmonella aviaires, 
Pacheco et Rodrigués (1936), donnent une excellente photo- 
graphie de colonies filles produites par la souche intermedius 
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P-14. Nous avons vu se former des structures identiques sur 
des géloses un peu anciennes de gallinarum, pullorum et inter. 
medius. Rappelons qu’Edwards (1932) signale que toutes ses 
cultures de pullorum donnent plus ou moins tardivement des 
colonies filles (fig. 4). 

Par repiquage, ces colonies secondes nous ont toujours 
donné des colonies du type normal. 


Fig. 4. — Colonies sur gélose, vieilles de trente jours de la souche H22 
(S. pullorum A.), présence de colonies filles typiques. Gross. : 30. 


_ Nous n’avons jamais observé l’apparition de la variante 
« Rough », 

d) G&LOSE AU VERT BRILLANT. — Au cours de nos recherches 
sur l'utilisation du vert brillant pour l’isolement des souches, 
nous avons remarqué que sur les géloses additionnées de ce 
colorant, les caractéristiques morphologiques des colonies sont 
accentuées : ainsi, les colonies de pullorum se montrent plus 
fines encore que sur gélose ordinaire, tandis que celles de 
gallinarum restent aussi larges et riches. 

D’autre part, pullorum, qui ne réduit pas le vert, présente 
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des colonies colorées, sur fond vert, tandis qu’avec gallinarum 
et intermedius on assiste, des que la culture est bien partie, a 
la décoloration progressive du milieu, les colonies elles-mémes 
devenant grisatres. 

Enfin, si l’on se reporte au tableau IL, on remarquera que 
sur la gélose additionnée de 1/500 de vert brillant, ou de 
1/1.000, seuls les pullorum A et B et certains gallinarum 
peuvent pousser. Les premiers étant facilement différenciables 
par la taille des colonies et l’absence de réduction, on voit 
que la gélose au vert brillant, en méme temps qu'elle facilites 
Visolement des souches, fournit des renseignements utiles sur 
leur identité spécifique. 


e) GELATINE NUTRITIVE. — Sur gélatine, les colonies ont 4 
peu pres le méme aspect que sur gélose. 


V. — R&acTIONS BIOCHIMIQUES. 
a) Inport. — N’est produit par aucune souche. 
b) Pouvorr proTeoLyTiqguE. — La gélatine n’est jamais 


liquéfiée, soit qu’on cultive plusieurs jours a 18°, soit qu'on 
relroidisse le milieu aprés avoir cultivé quarante-huit heures 
Biol. 


c) Lair ev petir Lair. — Le lait n’est jamais coagulé, ménie 
apres un mois d’étuve, et tous les auteurs sont d’accord sur 
ce point. C’est 1a, croyons-nous la seule indication vraiment 
utile que fournisse ce milieu. Pour le reste, nous pensons avec 
Manninger, Pacheco et Rodrigués, et d’autres, que la compo- 
sition du lait est trop inconstante pour que ce milieu puisse 
étre employé avec profit 4 la différenciation de microbes aussi 
voisins que les Salmonella aviaires. 

Sous ces réserves, nous avons observé, d’une facon générale, 
que S. gallinarum et S. pullorum donnent le double virage, 
acide-alcali. Il y a cependant de nombreuses nuances. Par 
exemple, la souche de Moore (gallinarum G-27) détermine 
d’abord une faible acidité (peut-étre aux dépens du glucose) 
puis une alcalinisation de surface, tandis qu’au fond du tube 
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_le milieu reste rose. Les autres souches de gallinarum donnent 
une alcalinisation seconde plus précoce, et intéressant toute 
la hauteur du milieu. Manninger (1928) discutant les résultats 
de divers auteurs exprime lopinion que Valcalinisation est 
fonction de l’activité végétative des souches, ce qui nous 
parait trés vraisemblable, puisque cette alcalinisation pro- 
vient sans doute de l’attaque des protéines. Pacheco et Rodri- 
gués ont observé, avec les mémes souches des résultats trés 
variables. Toutes leurs souches déterminent l’acidification., 
parfois suivie du virage alcalin. Leur intermedius P-7, alcali- 
nise d’emblée. 

On sait que Truche (1934) attribue a S. gallinarum la pro- 
priété de faire apparaitre d’emblée un voile bleu en surface, 
or, entre nos mains les souches Petrot, Bourdé et Sauvaitre 
déterminent le double virage. 

En petit lait (préparé au laboratoire), seuls les pullorum 
nous ont donné des résultats constants : ils acidifient rapide- 
ment (premier-deuxiéme jour) et le virage alcalin n’a pas été 
observé. En résumé, et malgré l’avis contraire de plusieurs 
bactériologues dont l’opinion mérite la plus grande attention, 
nous pensons que le lait et le petit lait (y compris le milieu de 
Petruschky) donnent des indications qui peuvent étre faussées 
par diverses circonstances indépendantes de l’espéce micro- 
bienne. 


d) PropucTIoN D’HYDROGENE sULFURE. — Ici encore, la litte- 
rature nous montre de nombreuses divergences. Truche, 
constate que gallinarum noircit la gélose au plomb plus 
activement que pullorum qui parfois méme serait sans action. 
Rochaix, Tapernoux et Couture (1938) obtiennent le noircisse- 
ment avec 2 souches de pullorum sur 4. Vaccaro (1932), 
étudie 5 souches de pullorum qui ne noircissent pas. 
Klimmer et Haupt (4927), voient un noircissement plus actif 
avec pullorum. Pacheco et Rodrigués (1936), écrivent que le 
pouvoir sulfurigéne est fonction du milieu employé, et le prou- 
vent en passant leurs souches sur 7 milieux différents : leurs 
résultats montrent que chaque type du groupe, se comporte 
toujours de la méme facon dans le méme milieu, mais que Si 
on change de milieu les résultats peuvent ¢tre inversés. 
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Nous avons repris partiellement leurs expériences, et avous 
constaté : 

1° Que dans la gélose au sous-acétate de plomb, pullorwm, 
gallinarum et intermedius, déterminent un noircissement net, 
mais plus ou moins rapide selon les souches. Une souche de 
pullorum A TIranien (HB-3), n’a d’abord donné aucun noir- 
cissement, méme aprés un mois d’étuve a 37°, mais reprise 
six mois plus tard, cette souche a noirci lentement la gélose. 

2° Qu’en milieu de Bailey-Lacey ensemencé par piqire [e+ 
long de la paroi du tube toutes les souches, sauf les inier- 
medius B (non gazogénes) déterminent un noircissement net. 

Par conséquent, le milieu de Bailey-Lacey, peut servir A 
différencier avec certitude l’intermedius non gazogéne, des 
autres types du groupe. Les différences de souche 4 souche 
sont bien moins importantes que dans la gélose au plomb. 


¢) ACTION SUR LE ROUGE NEUTRE. — D’une facon générale, les 
bactéries « gazogénes » sont également capables de rendre le 
rouge neutre fluorescent. Ainsi, S. paratyphi B gazogéne fait 
apparaitre la fluorescence dans les milieux au rouge neutre, 
tandis que S. typhi non gazogéne ne modifie pas ces milieun. 
En ce qui concerne S. pullorum et S. gallinarum, la relation 
précédente a été confirmée par Beck et Eber (1929). D’autre 
part, Cilli (1932), note que S. gallinarum n’altére pas le rouge 
neutre. 

Si certains auteurs considérent que l’épreuve du rouge 
neutre permet de dilférencier S. Pullorum de S. gallinarum, 
ce ne peut étre qu’en admettant que S. pullorum est toujours 
gazogéene et que toutes les souches non gazogénes sont « par 
définition » des gallinarum. Nous sommes loin de partager 
cette opinion, et nous considérons que l’épreuve du rouge 
neutre ne fait que confirmer les recherches relatives A ]’exis- 
tence du pouvoir gazogéne. Dire qu’une souche rend fluo- 
rescents les milieux au rouge neutre, c’est dire qu’elle est 
gazogéne. Comme il est indispensable, pour la détermination 
des microbes du groupe, de rechercher le pouvoir fermentatif 
de ces microbes sur les sucres, l’6preuve du rouge neutre fait 
double emploi. Notons cependant que lorsque des souches sont 
trés laiblement gazogénes (comme notre K-772), la production 
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de gaz peut se manifester plus lentement que l’altération du 
rouge neutre. 

Pacheco et Rodrigués (1935), se sont livrés a d’intéressantes 
recherches sur les conditions d’apparition de la fluorescence, 
en fonction du milieu. Ils concluent : 

a) Que le phénoméne n’est pas la conséquence de Vattaque 
du glucose par les microbes, mais résulte d’une action directe 
sur le colorant. 

b) Que le glucose a plutét une action empéchante. 

c) Que l’anaérobiose a un role nettement favorisant. 

Ayant adopté les techniques conseillées par ces auteurs, 
nous n’avons pas obtenu exactement les mémes résultats, et 
nous avons repris l’étude de la question avec quelque détail. 

Une cause de malentendus nous semble devoir résulter de 
la désignation des milieux employés, par un nom d’auteur. 
En ce qui concerne le rouge neutre, on parle couramment du 
milieu de Rothberger, mais le contexte prouve que ce milieu 
est actuellement préparé selon des formules assez différentes. 
Le milieu original (Rothberger, 1898 et 1899) est, sauf erreur 
de notre part, une gélose nutritive, de composition non pré- 
cisée, additionnée d’une solution saturée de rouge neutre a 
raison de III 4 IV gouttes par 10 cent. cubes. — 

Il n’est pas question d’addition de sucres dans des propor- 
tions déterminées mais il est évident que le milieu étant ” 
base de macération de viande, il en contient toujours une cer- 
taine quantité. Par conséquent, les modifications du milieu 
original de Rothberger, celles de Savage ou de Shaeffler, par 
exemple, qui sont caractérisées par laddition de glucose, ne 
différent pas essentiellement du milieu original, comme le 
texte de certains travaux pourrait le laisser supposer. 

En fait, toutes les recherches relatives & l’altération fluo- 
rescente du rouge neutre ont été faites en milieux renfermant 
une quantité plus ou moins grande de sucres (3) : Pacheco et 
Rodrigués sont & notre connaissance les premiers, a signaler 
que l’altération du rouge neutre est totalement indépendante 
de l’action du microbe sur le glucose, et que la présence de 


(3) Nous n’avons pas pu avoir connaissance des travaux originaux <e 
Kochaix et Duffourt (1910) portant sur le mécanisme de la réaction 
au rouge neutre. 
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ce sucre est plutot nuisible. Pour vérifier ces conclusions nous 
avons préparé les milieux suivants ° 


A. Bouillon peptone avee rouge neulre Merck en solution d 1 p. 100 et : 


CEOS RNa rUUNS G iceciaign 6 ¢1c.p 0 0 Ono © Sacre toe eee 
SOusuvaselimiers oy vac. co tep pro ncuas mee pe 1 oats! Re ay es neous tele 2 
Gélose, 8 p.. 1.000 et glucose, 1 p. 1.000... .'...----+--s 3 
Gélose, 8 p. 1.000 et glucose, 1 p. 100... 2... - 21. 25 +s 4 


B. Eau peplonée avec rouge neutre Merck en solution @ 1 p. 100 et : 


Pas d'autre Substance.) Gast oust ge gee ny eon <n sermons 5 
Pas d’autre substance, mais sous vaseline. .......... 6 
Gelose; 8: it 2000 Tem hat ci clertas) ecm cabo) cenge) (lean 7 
Gélose, 3p. 1000ket maltose. Ay p00) i oy oh cola soos 8 
Gélosems: p.. 1.000 eb imexiteiven trp UUs utente tott-n finlouraumter ns 9 
Gélose; 8 py 4.000 et chircose; top aside. nee. eas Pewee 10 


Notre milieu 4, est le milieu original de Rothberger, le 
milieu 8, est une formule tréguemment utilisée (Institut Pas- 
teur de Paris), le milieu 4 est le Rothberger-Shaeffler, le 
milieu 6 est le milieu B de Pacheco et Rodrigués (1935), le 
milieu & est Je milieu A de Pacheco et Rodrigués (1933), les 
milieux 2, 5, 7, 9 et 10 sont formulés par nous. 

Les conclusions générales de nos expériences (répétées a 
plusieurs reprises) sont que toutes les souches gazogénes déter- 
minent la fluorescence des milieux 4, 2, 3, 4, 8 et 10. Le phé- 
noméne est plus net et plus rapide dans les milieux sous 
vaseline. Les milieux sans bouillon et sans sucres, ainsi que 
ceux qui sont additionnés de dextrine ne deviennent pas 
fluorescents. 

Peu satisfaits de cette discordance entre nos résultats et ceux 
de Pacheco et Rodrigués, nous avons repris les cultures avec 
d’autres rouges neutres (Microcolor, R. A. L.). Les résultats 
nont pas varié. 

Nous avons alors préparé une série de tubes de milieu 6 
(particuliérement recommandé par Pacheco et Rodrigués). Les 
tubes 1 4 20 furent ensemencés avec un pullorum gazogéne, 
les tubes 24 4 30, ne furent pas ensemencés, et tous furent 
portés a l’étuve. Le dixiéme jour, aucun des tubes ne présen- 
tait la moindre fluorescence. Nous avons alors ajouté quelques 
gouttes d’une solution stérile de glucose aux tubes 1 a 10 et 
21 a 25, sans rien ajouter aux autres. Deux jours plus tard, 
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une fluorescence nette apparaissait dans les tubes 1 a 40, 
tandis que les autres n’étaient pas modifiés. 

L’expérience, recommencée avec d’autres souches, a montré 
que toutes les souches gazogénes se comportent de facon iden- 
tique, tandis que les souches non gazogénes de pullorum, gallt- 
narum et intermedius n’altérent jamais le colorant, si ce n’est 
par suite des modifications du pH. 

Pour rechercher l’action empéchante du glucose, nous 
l'avons ajouté au bouillon peptone, en proportions croissantes. 
Avec 7 p. 400 de glucose on arrive & ralentir l’apparition de 
la fluorescence, mais non a la supprimer. 

En résumé, nous sommes d’accord avec Pacheco et Rodri- 
gués, sur le réle favorisant de l’anaérobiose. Nous constatons 
aussi que l’aitération du rouge neutre est indépendante de la 
fermentation du glucose ou du maltose puisque le gallinarum 
qui fermente le maltose ne produit pas la fluorescence, et que 
pullorum rend fluorescents les milieux au maltose bien qu’il 
n’attaque pas ce sucre. Cependant, la présence de glucose ou 
de maltose dans les milieux nous est apparue indispensable. 
Le fait que augmentation de la proportion de glucose ralentit 
la fluorescence, semble montrer que ce sucre n’agit pas par 
ses propriétés réductrices. 

Les moyens dont nous disposons ne nous ont pas permis 
d’aller plus avant dans l'étude de cette question. 


f) AcTION SUR LES HYDRATES DE CARBONE. — L’étude des 
fermentations sucrées présente une grande importance pour la 
détermination des Salmonella aviaires. On sait que Smith et 
Ten Broeck (1915) ont pu différencier S. gallinarum de 
S. pullorum par la différence de leur action sur le maltose. Ces 
auteurs avaient déja constaté des « variations » du pouvoir 
gazogéne, mais c’est, croyons-nous, Rettger et Koser (1917), 
qui montrérent les premiers importance de la fonction gazo- 
géne, pour la différenciation des microbes du groupe. Hs con- 
firmérent également le travail de Smith et Ten Broeck, en ce 
qui concerne la fermentation du maltose par gallinarum. 

En 1918, Hadely, Elkins et Caldwell, publient leur impor- 
tant mémoire et montrent que l’absence de pouvoir gazogéne 
ne suffit pas A caractériser gallinarum : il y a en effet des 
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pullorum A, gazogénes, et des pullorum B, non gazogénes. 
D’aprés les auteurs, pullorum A ne serait pathogéne que pour 
les poussins, tandis que B le serait pour les poussins et les 
poules. Hadley et ses collaborateurs, considéraient naturelle- 
ment que leurs types présentaient des caractéres constants 
et fixes. 

Pour ne prendre que des travaux récents, Rochaix, Taper- 
noux et Couture (1938), écrivent que les « fermentations 
sucrées sont sujettes & des variations souvent importantes ». 
Cernaianu (1934) au contraire « posséde des souches isolées 
depuis cing ans qui gardent constamment cette propriété de 
produire ou non du gaz sur le méme milieu avec le méme 
sucre. » Enfin, Pacheco et Rodrigués, non seulement confir- 
ment les travaux de Hadley et al., mais reconnaissent une 
troisieme espéce (ou type) non gazogéne, qu’ils nomment 
intermedius. 

En ce qui concerne l’attaque de certains sucres, il n’est pas 
douteux que les différences entre les résultats obtenus, s’expli- 
quent souvent par des différences de technique. Par exemple, 
si Spray et Doyle (1921), puis Hendrickson (1927) ont pu 
déclarer que pullorum peut fermenter le maltose, dans les 
milieux & base de séruin de cheval, c’est que le sérum de 
cheval renferme une « maltase » capable de dissocier le mal- 
tose en giucose. Ce phénoméne déja observé par Ten 
3roeck (1920) a Voccasion d’études sur le bacille dysentérique, 
est étudié & nouveau en ce qui concerne le gallinarum, par 
Pacheco et Rodrigués (1936). 

En ce qui nous concerne, nous avons pu observer des 
« variations » indiscutables dans l’action de nos souches sur 
les sucres. Mais ces variations sont quantitatives, consistant 
en des différences d’intensité ou de rapidité dans le pouvoir 
fermentatif ou le pouvoir gazogéne. Ce sont en somme des 
variations dans le positif. Nous n’avons pas pu_ constater 
qu'une souche gazogéne cessat de l’étre, ni qu'une souche 
attaquat un jour le maltose, et fit sans action trois mois plus 
tard. 

On sait que Smith et Ten Broeck (1916), Doyle (1924), ont 
observé la transformation d’une souche non gazogéne, en 
souche gazogéne, aprés un passage in vivo, et la persistance 
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du pouvoir gazogéne ainsi acquis. L’observation suivante nous 
parait, & ce sujet, intéressante : 


OpseRvATIoN. — Notre souche K-772, fut isolée d’un poussin mort de 
maladie naturelle. Etudiée d’aprés la technique courante, et observée 
pendant une dizaine de jours, elle ne se montra pas gazogéne. Aprés 
avoir infecté avec cette souche, de jeunes poussins, nous isolames des 
carcasses, nos souches H et HB (qui, par conséquent ne sont autres 
que la souche K-772, passée in vivo). A notre grande surprise, elles se 
montrérent nettement gazogénes. La souche K-772, fut alors reprise 
cultivée en introduisant dans les milieux des éprouvettes A gaz, de 
Durham, et observée pendant un mois a 37°. 

Le quatorziéme jour, la production de gaz commenca dans le xylose, 
et se poursuivit dans le glucose et le mannitol (seiziéme jour), l’arabi- 
nose (vingt-troisiéme jour) et enfin le galactose (vingt-sixiéme jour). Le 
pouvoir gazogéne était donc certain mais se manifestait lentement 
Cette souche K-772 a été communiquée & trois laboratoires étrangers, 
spécialisés dans ]’étude des microbes aviaires. L’un d’eux la détermina 
pullorum A (gazogéne), l’autre pullorum B (non gazogéne), et, grace 
aux explications qui précédent, ceci est parfaitement explicable. Le 
troisiéme laboratoire ne s’est pas prononcé. 

Un autre exemple est fourni par la souche P.28. Cette souche nous 
a été trés aimablement envoyée par M. le professeur Pacheco, qui 1|’avait 
recue en 1930 du professeur Miessner, de Hanovre. Elle appartient, 
comme nous l’avons déja dit au type que Beck et Eber ont appelé 
gallinarum gazogeéne. 

D’aprés Pacheco et Rodrigués, celte souche ne donne le gaz qu’aux 
dépens du dulcitol, alcool qui est fermenté sans gaz par les divers 
gallinarum et intermedius. Or, entre nos mains, la souche P-28 a 
donné une bulle de gaz (parfaitement visible avec le tube de Durham), 
aprés quarante-huit heures, dans l’arabinose, le galactose, le mannose, 
le maltose, le dulcitol, et le mannitol. Le gaz est apparu le quatriéme 
jour dans l’amidon, le cinquiéme dans le lévulose, et le huitiéme dans 
le sorbitol. De tous ces sucres, le galactose se distingua par une produ:- 
tion de gaz plus abondante. 

Une autre souche, qui nous a été envoyée par M. Donatien, de 
l'Institut Pasteur d’Alger, est aussi trés faiblement gazogéne : la pre- 
miére bulle n’apparait pas avant le quinziéme jour, en xylose, lévulose, 
et galactose. Ce n’est que le trentiéme jour que le gaz est visible en 
mannitol et glucose. Il est fort possible (nous ne l’avons pas recherché) 
qu’aprés passage in vivo, cette souche devienne fortement gazogéne. 


Ges différences dans l’intensité ou la rapidité d'une fonction 
méritent certainement d’étre signalées, mais n’ont pas d’in- 
térét pour la détermination des souches. Une souche est gazo- 
géne ou ne l’est pas. Il est trés possible qu’une souche qui ne 
donne qu’une bulle de gaz dans un certain sucre, en quinze 
jours, évolue de maniére & donner dans le méme sucre une 
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TasBLeau 1V. — Action 
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Siynifieation des signes employés : +, signilie réaction positive dans les vingt-quatre heures; 0, si 


la réaction s’est produite; R, veut dire réduction; A, veut dire acide; G, veut dire gaz. 


forte quantité de gaz en quarante-huit heures ; mais nous 
n’avons pas observé, malgré des expériences maintes fois 
répétées, qu'une souche non gazogéne, un gallinarum par 
exemple, donne une seule bulle de yaz, aprés des passages 
in vivo OU in vilro, ou en utilisant des miheux différents. 
En ce qui concerne la fermentation proprement dite, qui se 
traduit par une modification du pH, les seules « variations » 
observées sont encore d’ordre quantitatif. I] est, & notre avis 
indispensable d’utiliser comme indicateur le bleu de bromo- 
thymol, préconisé par divers auteurs, et, notamment par 
Cernaianu (1932). Le passage du bleu pH = 7,6, au vert, 
pH = 6 se fait par l’intermédiaire de teintes faciles 4 appré- 
cler, par comparaison avec un témoin, sans que le développe- 
ment de la culture géne la lecture. [Il n’en est pas de méme 
avec la teinture de tournesol dont le virage est beaucoup moins 
lranc pour de faibles variations de pH. Le bleu de bromo- 


hydrates de carbone. 


=) 


a réaction n’a pas été constatée méme aprés un mois; les chiffres indiquent aprés combien de jours 
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thymol est utilisé dans le milieu de Staffseth et Mallman, ainsi 
que dans la gélose a l’amidon de Truche, Staub et Bauche. 
Lesbouyries (1984) emploie le bromo-crésol. En résumé, si l’on 
adopte une technique assez précise, il est possible d’éviter 
d’importantes causes d’erreur. L’utilisation de tubes de 
Durham, l’emploi du bleu de bromothymol au lieu de la tein- 
ture de tournesol, et l’observation prolongée des cultures dou- 
teuses, nous paraissent trés recommandables. 

Le tableau IV, résume les résultats obtenus en cultivant nos 
diverses souches A plusieurs reprises, pendant une période de 
dix-huit mois. Chaque chiffre représente une moyenne, mais 
les variations observées pour une méme souche avec un méme 
sucre sont trés faibles. 

S. pullorum se distingue de S. gallinarum et de S. inter- 
medius, parce qu’il n’attaque ni l’amidon, ni le maltose, ni 
le dulcitol. S. intermedius se distingue de S. gallinarum parce 
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quil lermente le sorbitol et ne fermente pas le xylose. La 
souche P.28, doit, comme le pensent Pacheco et Rodrigués, 


Po) Pe 
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TABLEAU V. 


galli- 


étre considérée comme un mtermedius, et non comme un 


narum, puisqu’elle ne fermente ni xylose ni sorbitol. 


La mise en évidence du pouvoir gazogene, permet de recon- 
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naitre dans les espéces intermedius et pullorum deux variétés : 
A, gazogéne et B, non gazogéne. Seul gallinarum ne se montre 
jamais gazogéne. 

Nos résultats sont dans l’ensemble comparables A ceux de 
Pacheco et Rodrigués : il existe cependant une discordance. 
Les souches P-1, P-3, P-14, G-27, P-28, qui, entre les mains 
de nos savants collégues acidifient transitoirement l’inuline, 
se sont montrées sans action sur ce sucre au cours de nos 
expériences. Nous avons repris nos souches a plusieurs 
semaines d’intervalle, et avec des inulines d’origine différente. 
Si, quand on emploie comme indicateur la teinture de tour- 
nesol, la réaction peut paraitre « douteuse », elle est trés nette- 
ment négative avec le bleu de bromothymol. 

Ce sucre est d’ailleurs assez rarement utilisé pour l'étude 
du groupe et ne présente pas d’intérét pour la détermination 
des types : chez Pacheco et Rodrigués, il est attaqué par toutes 
les souches et chez nous il ne l’est par aucune. Il s’agit trés 
probablement d’une différence dans la qualité des inulines 
employées. 

Divers auteurs (Rettger et Koser, 1917) signalent que la dex- 
trine est fermentée par S. gallinarum. Dans nos expériences, 
et dans celles de Pacheco et Rodrigués, elle n’a jamais été 
attaquée. 

En résumé, nous estimons que les cultures en milieux addi- 
tionnés d’hydrates de carbone fournissent un moyen simple et 
fidéle pour différencier les trois espéces de Salmonella aviaires 
ainsi que leurs variétés gazogénes. La clé déterminative sui- 
vante pourra étre utilisée : 


Clé pour la détermination des Salmonella aviaires 
d’apres leur action sur certains hydrates de carbone. 


1. L’amidon, le maltose et la dulcite sont fermentés . . 2 
L’iamidon, le maltose etla dulcite ne sont pasfermentés. 4 
2. Le aylose est fermenté, le sorbitol ne l’est pas... S 
Le sorbitol est fermenté, le xylose ne l’est pas 3 
3. L’amidon, le maltose et Ja dulcite sont fermentés avec 
production de gaz . ws tte te en S. intermedius A. 
L’amidon, le maltose et la dulcite sont fermentés sans 
preduction de gaz... .-..++--+-+.-- S. inlermedius B. 
4. Le xylose, le glucose, le galactose et le anal Bont 
fermentés avec production de gaz. ........ S. pullorum A. 
Ces sucres sont fermentés sans production de gaz . S. pullorum B. 


gallinarum. 
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Le tableau V, met en évidence l’action de chaque type sur 
les divers hydrates de carbone. Un rectangle noir marque les 
sucres que nous considérons comme les plus importants, et 
qui, a la rigueur, permettent 4 eux seuls la détermination. Ces 
sucres (xylose, maltose, amidon et dulcitol) sont soulignés 
dans la clé ci-dessus. I] est évident par exemple qu’il suffit 
de constater la production de gaz aux dépens d’un seul sucre 
pour étre assuré qu’il s’agit d’une variété A. 

Nous avons cherché & déterminer, avec cette clé les diverses 
souches étudiées par 32 auteurs étrangers ou francais, en nous 
basant sur les réactions fermentatives qu’ils indiquent. Dans 
beaucoup de cas, toute détermination est impossible, parce que 
Vaction sur des sucres importants n’est pas donnée ou est 
indiquée par + ou —. Mais, dans beaucoup d’autres cas, on 
arrive a une détermination précise. Par exemple, Lesbouy- 
ries (1934) donne l’action sur 44 hydrates de carbone de 
souches qu’il détermine gallinarum, pullorum A et pullorum B. 
Son gallinarum fermente le maltose et la dulcite, mais ne 
fermente pas le xylose. [1 n’y a pas production de gaz. Il est 
done trés probable qu’il s’agit d’un wmlermedius B. Par contre, 
pour ses pullorum A et B, nous arrivons a la méme détermi- 
nation, bien que pour plusieurs sucres, l’auteur indique 
fermentation ou rien. 

La eréation du type wmlermedius ne constitue pas une com- 
plication mais apporte beaucoup de facilité dans le classement 
des souches. L’insuffisance des deux espéces pullorum et galli- 
narum se trouve d’ailleurs démontrée dans un ouvrage récent, 
qui introduit dans la littérature francaise la classification de 
Bergey. Les auteurs se voient obligés de classer comme galli- 
narum des souches qui ne fermentent pas le dulcitol, et comme 
pullorum des souches qui ne fermentent pas le xylose. D’autre 
part (tableau I), nous lisons que la production de gaz aux 
dépens du glucose permet de différencier pullorwm de galli- 
narum, et, dans le méme tableau il est indiqué que la produc- 
tion de gaz par pullorum en milieux glucosés, est inconstante. 

Ces contradictions, qui diminuent la valeur d’un tableau 
déterminatif eussent été évitées, si auteur avait reconnu !a 
variété B de pullorum, et les deux intermedius. 

g) ACTION SUR LE SEL DE SEIGNETTE. 
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Pacheco et Rodrigués (1936) ont obtenu de bons et constants 
résultats avec le milieu de Jordan et Hamon (1928). Ce milieu 
est a base de tartrate double de sodium et d’ammonium (sel 
de Seignette, sel de la Rochelle). Rodrigués (1934) Va modifié 
par addition & chaque tube d’une couche de vaseline. 

Nous avons utilisé le sel de Seignette, avec et sans vaseline, 
et en prenant comme indicateur le bleu de bromothymol (la 
teinture de tournesol nous a donné ici des résultats particulie- 
rement mauvais). Pullorum A et B, et intermedius A et B ne 
font pas virer l’indicateur, avec ou sans vaseline. Gallinarum 
donne en vingt-quatre-quarante-huit heures un virage acide 
trés net. Si le milieu n’est pas couvert de vaseline on observe 
le double virage, et la réaction alcaline est persistante. Dans 
le cas contraire, le milieu reste acide. 

Pacheco et Rodrigués remarquent que la souche P-28 est 
sans action sur le sel de Seignette, ce qui la sépare des galli- 
narum. On a vu d’autre part que |’action sur le sorbitol et le 
xylose rapprochent cette souche d’intermedius. Pour ces rai- 
sons, nous la considérons, avec les auteurs brésiliens comme 
un intermedius gazogéne, ou intermedius A. 


* 
* 


Le tableau récapitulatif VI représente schématiquement, 
les réactions caractéristiques de chacun des cing types. 


Renseignements sur la préparation des milieux utilisés. 


Bovurtton PEPToNE. — Notre bouillon est a base de peptone liquide 
préparée selon la technique de Legroux et Ramon (1933). 
Le bouillon proprement dit est constitué par : 


Macération de viande de boeuf (1.000 cent. cubes pour 1.000 grammes), 
EnveCGiie IGG Gag clued Loom Cheieclenen ireccade ner ou arm 500 
Peptone liquide, en cent. cubes... - -- - +++ see eee 500 


Ajuster au pH voulu. 


Minreu pe Cerruti (Rev. gén. méd. vét., 1931, p. 366), bouillon 
peptone additionné de 40 grammes de NaCl par litre. 


GELOSE MI-SOLIDE POUR VERIFIER LA MoprLité. — Klimmer et Haupt 
utilisent le bouillon gélosé a 1 p. 1.000. Nous préférons le bouillon 
gélosé A 3 p. 1.000, employé par Pacheco et Rodrigués. 
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La préparation de la gélose demi-solide de Hichten est donnée par 
Mulsow (1925), J. inf. dis., 36., 419. 


MiLIimuxX AUX HYDRATES DE CARBONE. 
a) Bau peptonée : 


Hauvdistilleermenen cectet et act ten te eet omer Mancan aeemee ate 1.000 
Peptone:Merek ou Chapoteait i acts car? item ime kine nren te 50 
NENG ag ne ee CeO Pom Moe peor ean TA pen OP oro de 5 


Ajuster & pH : 7,4. Munir chaque tube d’une petite éprouvette ren- 
versée (tube de Durham). 
b) Solutions @hydrates de carbone. — Nous conservons en ampoules 


ULCITOL _| 


Yj y Yj Le Z : 
SORBITOL [oer ae a 
SEIGNETTE | easton _— 


R FDU CTV. 5 UM @_ ttt 


TasLeau VI. 


scellées les solutions stérilisées par filtration ou tyndallisation. Au 
moment de l’emploi, on ajoute a chaque tube d’eau peptonée assez 
de solution pour obtenir une proportion de sucre de 1 p. 100. 

c) Indicateur. — Nous employons le bleu de bromothymol, en solu- 
tion dans l’alcool 4 96° (0,4 p. 1.000). On ajoute 3 cent. cubes de cetie 
solution 4 chaque 100 cent. cubes de bouillon, au moment de 1’emploi. 


Minieu pe Batwey-Lacry (Journ. Bacter., 1927, 13, p. 185). — Pour la 
préparation, assez compliquée, de ce milieu, se référer au_ travail 
original. C’est une gélose nutritive lactosée et glucosée, additionnée 
d’acétate de plomb et de rouge de phénol. 
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CoNnCLUSIONS. 


1° Les agents de la typhose aviaire et de la diarrhée blanche 
des poussins (pullorose) peuvent étre classés dans le genre 
Salmonella Ligniéres, 1900, non seulement en raison de leurs 
réactions sérologiques mais encore parce qu’ils présentent tous 
les caractéres du genre, tel tout au moins, qu’il est défini par 
Bruce White, et la Société internationale de microbiologie. 

2° Aprés avoir étudié comparativement pendant dix-huit 
mois des souches Iraniennes et des souches étrangéres de col- 
lection, et en nous reportant aux travaux publiés antérieure- 
ment au sujet de certaines de ces souches, nous n’avons 
observé que des variations négligeables de leurs caractéres 
culturaux et ‘de leurs réactions biochimiques. Nous estimons 
que s’il n’existe qu’une espéce « sérologique », S. pullorum, 
(Kauffmann), la ‘constitution d’espéces de variétés, basées sur 
les caractéres culturaux (Hadley et al. 1918) est entiérement 
justifiée. Nos recherches confirment, 4 ce point de vue, les 
conclusions récentes de Pacheco et Rodrigués, et nous recon- 
naissons les types suivants : S. gallinarum, S. pullorum A, 
S. pullorum B, S. intermedius A, S. intermedius B. Les 
souches isolées des poussins en lran, présentent tous les carac- 
teres de S. pullorum A. 

3° L’emploi de gélose au vert brillant et d’eau peptonée au 
xylose, A la dulcite, au maltose et 4 l’amidon, permet en 
partant de carcasses ou d’excréments, d’isoler et de déterminer 
exactement les cing types énumérés ci-dessus. 

4° La production d’hydrogéne sulfuré, lValtération du rouge 
neutre, la fermentation du sel de Seignette, ainsi que l’action 
sur le lait et le petit lait sont étudiées, mais n’ont qu'une 
importance secondaire. 
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ETUDE DE L’ACTION MICROBICIDE 
DES RADIATIONS ULTRA-VIOLETTES 
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(Laboratoire de Recherches Physico-chimiques 
a UInstitut National Agronomique.) 


Le probléme du pouvoir abiotique de certaines radiations 
ultra-violettes sur les organismes inférieurs comporte d’im- 
portantes applications, telles que la stérilisation des milieux 
liquides naturels. La question prend de ce fait un intérét pra- 
tique gui peut expliquer le grand nombre des travaux aux- 
quels elle donne lieu depuis plus de cinquante ans (4). 

fl s’agissait, dés le début de ces recherches, de déterminer 
le degré relatif de nocivité, sur certains micro-organismes, des 
différentes radiations ultra-violettes dont la longueur d’onde 
peut varier de maniére continue depuis 4 = 4000 A jusque 
vers A= 2100 A. 

La technique a toujours occupé dans ces essais une place 
importante en mettant inévitablement en couvre : une source 
de rayonnement stable et puissante, un appareil séparateur 
des radiations, et la culture de l’organisme inférieur irradié. 
La source rayonnante généralement adoptée est une lampe 
en quartz & vapeur de mercure. La séparation des différentes 
radiations émises par cette source est effectuée, soit au moyen 
d’écrans sélectifs, soit par dispersion au moyen d’un systéme 
optique & prismes de quartz, tel qu’on le trouve réalisé dans 
le spectrographe pour ultra-violet. Dans ce dernier cas, Virra- 


(1) On trouvera un rappel bibliographique et historique de ces tra- 
vaux dans un récent mémoire de Prupmommer (R. O.) : Régions du 
spectre ultra-violet nocives pour certains germes microbiens. (Annales 


des Fermentations, 4, n° 2, 1938, p. 103). Nous ne développerons ici 


‘gue les données complémentaires des indications déji publiées. 
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diation des organismes inférieurs, champignons, levures: ou 
bactéries, peut étre faite, aprés leur ensemencement, a la sur- 
face d’un milieu nutritif solide réparti en couche mince sur 
une plaque de verre ott se trouve projeté le spectre de la 
source. Apres irradiation pendant un temps déterminé, la 
culture est mise a l’étuve 4 37° pour son développement. 

La précédente technique a été réalisée dans des expériences 
déja anciennes. C’est ainsi que L. Raybaud (2) obtint sur ses 
cultures de champignons d’étroites zones claires, oti les orga- 
nismes, tués pendant lirradiation, ne donnent plus leu au 
développement normal qui rend partout ailleurs l’aspect de la 
plaque uniformément gris. Les zones vides coincident avec 
les raies spectrales actives de la source. Leur ensemble cons- 
titue un « spectre biologique » qui se compléte avec des poses 
de durée croissante et ot: les raies efficaces, d’abord finement 
dessinées, se renforcent par surexposition. 

A la suite de ces essais, Raybaud conclut, en accord avec 
quelques autres auteurs, que la radiation « la plus nocive » 
(celle dont la trace apparaissait la premiére) était située a 
dh = 2805 A. Le rayonnement avait encore une action mor- 
telle pour 4 = 3024 A;il paraissait devenir inefficace en deca 
de cette derni¢re limite, ainsi qu’au dela de ) = 2482 A. 

Récemment, R. O. Prudhomme (8), expérimentant directe- 
ment sur des cultures de staphylocoques et de B. coli, retrouve 
l’action abiotique trés nette de radiations émises par la lampe 
a vapeur de mercure et comprises entre } = 3000 A> et 
> = 2300 A. Il signale ensuite de facon plus précise trois 
régions spectrales particuliérement nocives sur les germes 
étudiés. Ce sont d’abord les raies Jes plus actives de toutes, 
situées vers } = 2680 A; puis vient un groupe vers 4 = 2800 A, 
enfin la raie 2 = 2536 A. L’auteur ajoute que ces trois 
groupes de raies sont photométriquement les plus intenses 
dans la région ultra-violette intéressante. 


La plupart des nombreux essais effectués sur la méme ques- 


(2)-Raypaup (L.). L’influence des radiations ultra-violettes sur les 


Mucorinées. Annales de la Faculté des Sciences de Marseille, 20, 1911, 
p. 113. 


(3) PRupHomMr (R. O.) Toc. cit. 
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tion confirment les résultats précédents obtenus A deux étapes 
de dates trés différentes. 

D’une facon générale, tous ces travaux mettent plus ou 
moins explicitement en évidence, avec l’activité de quelques 
radiations de Vultra-violet moyen, les plus importantes 
variables du phénoméne étudié. Ce sont, au point de vue 
biologique : la composition chimique du milieu de culture, la 
pigmentation, l’Age et l’espéce des micro-organismes irradiés 
dans des conditions physiques invariables. Ce sont, de plus, 
au point de vue physique, la longueur d’onde et l’intensité 
des radiations utilisées en présence de facteurs biologiques 
sensiblement constants. 

La question, examinée a ces différents points de vue, suggére 
quelques remarques qui nous ont amenés a faire des expé- 
riences complémentaires. 


REMAROQUES. 


Dans des conditions physiques invariables, |’étude de l’action 
d’une radiation ultra-violette donnée ne se préte pas a un 
développement biologique aussi poussé que dans le cas des 
rayons X. Cela tient au mode d’action trés particulier de cha- 
cun de ces genres de radiations. Il a été montré a ce sujet (4) 
que, par irradiation ménagée d’organismes unicellulaires au 
moyen d’un faisceau de rayons X monochromatiques, d’énergie 
appropriée, il est possible d’obtenir des Iésions déterminées, 
affectant un nombre d’individus que l’interprétation quantique 
et l’application de la statistique rendent prévisible. Par contre, 
avec des rayons ultra-violets efficaces, les phénoménes n'ont 
pas une apparence aussi nuancée ; ils se résument surtout a 
la survie pure et simple, ou & la mort instantanée de la 
plupart des individus selon que la durée dirradiation est 
insuffisante ou au contraire largement prolongée. C’est le phé- 
nomene de «tout » ou « rien » qui apparait a un degré 
marqué avec les radiations de l’ultra-violet moyen, et qui a 
été exploité pour l'étude des spectres biologiques. 


(4) Voir les travaux de Lacassacne (A.) et Houiweck (F.). Le probléme 
des quanta en Radiologie. Archives de l’Institut du Radium, vol. 3, 


fasc. 2, 1934, p. 215. 


568 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Remarquons ici que les processus d’impression et de déve- 
loppement d’un spectre biologique ne peuvent étre comparés 
& ceux d’un spectre photographique. Il est vrai que, dans les 
deux cas, on peut obtenir des spectres de plus en plus complets, 
par une série de poses de durées croissantes ; les raies effi- 
caces sont d’abord indiquées en une fine ligne qui s’élargit 
progressivement (fig. II, V et IX), tandis que de nouveaux 
seuils apparaissent et se développent A leur tour. Mais, sur 
un spectre biologique, l’incertitude, relative & la durée exacte 
de pose qui provoque l’apparition d’une raie efficace & son 
seuil le plus ténu, est trés grande. La notion inéme de l’appa- 
rition du seuil, basée sur l’examen visuel ordinaire de la sur- 
face de la culture, est mal définie. De plus, pour les longues 
poses d’irradiation, le degré de surexposition certaine ne 
peut étre apprécié, ni par le noircissement de la raie qui n’est 
pas graduel, ni par l’élargissement trop irrégulier de la région 
sensible (fig. II, fig. V, fig. VI, fig. IX). 

Il en résulte que la technique du spectre biologique, telle 
qu’elle est pratiquée couramment, est assez grossitre, et ne 
peut mener & des conclusions certaines que dans la compa- 
raison de raies d’elficacités trés différentes. 

Encore faut-il tenir compte, dans ce dernier cas, des données 
physiques. 

On sait a ce sujet, que Vappréciation du degré d’activité 
biologique d’une radiation quelconque suppose définies, avec 
une suffisante précision, les caractéristiques de cette radia- 
tion. En toute rigueur, la détermination en valeur absolue de 
la dose d’wrradiation microbicide d’un faisceau de rayons ultra- 
violets sensiblement monochromatiques serait liée a la con- 
naissance préalable de l’énergie transportée par ce faisceau. 
Il s’agit ici de lénergie appréciée au lieu d’incidence sur la 
culture, au moyen d’une pile thermo-électrique ou d’un autre 
récepteur sélectif. Une telle mesure, effectuée sur les radiations 
ultra-violettes fournies par la lampe 4 vapeur de mercure, par 
exemple, permettrait aussi de définir et d’évaluer quanti- 
tativement les doses d’irradiation pour chacune des raies, en 
seule fonction du temps. 

Mais la mesure de l’énergie d’une radiation, dans les condi- 
tions précédentes, serait délicate et d’une mise en ceuvre 
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longue et cotteuse ; il convient méme d’ajouter que la haute 
précision de ses résultats serait ici superflue. De plus, cette 
mesure n’est pas indispensable, lorsqu’on se propose seule- 
ment de comparer entre elles les nocivités des différentes raies 
fournies par une méme source ; ce dernier probléme peut ¢tre 
simplement résolu par la détermination préalable des énergies 
transportées en valeur relative, c’est-d-dire grace & la connais- 
sance de la courbe de répartition énergétique spectrale du 
rayonnement utilisé. 

Ici encore, en toute rigueur, les points intéressants de cette 
courbe (maxima aigus dans le cas de l’arc au mercure) doivent 
étre déterminés aprés transmission du rayonnement par le 
spectrographe. Cette détermination se fait, en application des 
procédés connus de la photométrie photographique, par com- 
paraison de |’émission de la source étudiée avec |’émission 
d’un corps noir & température connue, tel que le cratére positif 
d’un arc au charbon. 

Bien quil existe des exemples d’application de cette 
méthode (5), il faut remarquer que l’imprécision des résultats 
relatifs a l'étude complémentaire du spectre biologique en 
restreint considérablement la portée et n’autorise des conclu- 
sions que dans les cas les plus nets. C’est ainsi que nous 
avons été amenés, comme on le verra plus loin, a éviter les 
opérations de photométrie photographique ; pour connaitre 
l’énergie relative des différentes radiations utilisées, nous nous 
sommes bornés a consulter la courbe de répartition énergé- 
tique spectrale de ces radiations a leur sortie du tube émetteur 
avant leur transmission par les piéces optiques du_ spectro- 
graphe. 

Il reste toutefois acquis que la connaissance suffisamment 
approchée des caractéristiques de l’énergie rayonnante peut 
seule conduire & une évaluation quantitative des doses d’irra- 
diation, ainsi qu’é la comparaison de ces doses entre elles. 
Cette pratique doit permettre, de plus, d’isoler la variable 
lonqueur d’onde dans le phénoméne complexe étudié, comme 
c’est le but plus ou moins bien exprimé des auteurs. . 

Si l’on compare maintenant l’aspect des spectres biologiques 


(5) Tuiwaup (E.). Etude de l’action des radiations ultra-violettes sur 
les champignons. Archives d’Blectricité Médicale, n° 629, 1937, p. 628. 
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connus avec celui des spectres photographiques correspon- 
dants, on trouve entre eux une trés grande analogie. Dans 
le cas le plus courant de la lampe a vapeur de mercure, de 
puissance moyenne, le spectre biologique donne uniquement, 
avec une pose d’irradiation sulfisante, les raies espacées 
connues du spectre d’arc du mercure. C’est par des poses plus 
courtes, de durée appropriée, que les auteurs ont pu sélec- 
tionner ces différentes raies, et en établir ainsi un classement 
par ordre d’efficacité apparente. 

Mais de telles expériences, relatives a certaines raies spec- 
trales, ne donnent aucune indication sur l’activité possible des 
radiations absentes dans I’émission de la source choisie. Avec 
la lampe A vapeur de mercure, ces lacunes représentent un 
large domaine spectral vers l’ultra-violet moyen. 

Apres cette remarque, changeant simplement la nature de 
la source de rayonnement, il nous a été facile de mettre en 
évidence l’existence de radiations particulitrement actives 
dans les régions voisines des raies déja explorées du mercure 
(fig. I, spectres a, c). 

Ce dernier résultat suggére enfin une généralisation du pro- 
bléme de Vabiotisme des radiations, que l’on peut poser sous 
la forme suivante : dans l’échelle naturelle et parfaitement 
continue de toutes les radiations ultra-violettes moyennes, les 
différents seuils de nocivité sont-ils réellement caractérisés 
par une suite de valeurs discontinues des longueurs d’onde ? 
A supposer qu’on offre & une méme culture de micro- 
organismes la gamme continue de toutes les radiations 
dispersées, et convenablement dosées, du domaine compris 
entre » — 3000 A et = 2400 A, verra-t-on apparaitre dans 
le spectre biologique résultant, comme dans les spectres déja 
connus, des raies nettes d’activité comparable, d’abord sépa- 
rées par des intervalles neutres ? 

Nous avons, en premier lieu, cherché une réponse a cette 
question. 


EXPERIENCES. 
L’appareil dispersif utilisé est un spectrographe Hilger & 


optique de quartz ouvert 4 f/10 et dont la dispersion vers 
A = 2600 A est égale 4 29 A par millimétre. L’ouverture 
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de la fente est fixée 4 0 mm. 25. Le spectrographe recoit dans 
son chassis une plaque de verre de 82 millimatres sur 107 mil- 
limétres portant la culture microbienne sur gélose. Signalons 
ici qu’une pratique particulidre nous a permis d’expérimenter 
avec une trés grande sécurité sur des organismes pathogénes : 
notre procédé, pour constituer la plaque biologique, consiste 
a tracer d’abord un cadre rectangulaire sur la plaque de verre, 
a 1 centimétre des bords de celle-ci, au moyen d’un jet liquide 
de paraffine dure, préalablement stérilisée. A Vintérieur de 
cet encadrement, la gélose est coulée en couche uniforme de 4 
millimétre d’6paisseur environ. Lors de la mise en place de 
la plaque biologique, un cadre rectangulaire en carton de 
0 cent. 4 de large, de 1 millimétre d’épaisseur et de la 
taille de la plaque, est interposé entre celle-ci et le cadre d’ap- 
pui du chassis, afin de reculer la surface de la gélose jusque 
dans le plan focal de l’objectif de chambre du spectrographe. 

La plaque, ensemencée avec une émulsion microbienne 
dense, est égouttée, irradiée, et mise a cultiver, Ja gélose 
au-dessus, pendant quinze heures a l|’étuve dans une boite 
de Petri de 15 centimétres de diamétre. Il est indispensable 
pendant cette opération de garnir le couvercle de 3 a 4 épais- 
seurs de papier filtre afin d’éviter que les gouttes d’eau de 
condensation ne viennent délayer la surface de la gélose ense- 
mencée et rendre ainsi le spectre inobservable. 

Toutes ces opérations sont effectuées avec les précautions 
habituellement employées en microbiologie. 

Les espéces microbiennes étudiées (6) sont : Bacille pyocya- 
nique, Bacille du célon, Bacille du choléra des poules, Staphy- 
locoque doré, Entérocoque, Saccharomyces ellipsoidus souche 
Chambertin. 

Les sources de rayonnement employées dans nos essais ont 
des caractéristiques trés différentes (7) ; ce sont : 


(6) Les souches utilisées provenaient de la collection de I’Institut 
Pasteur. Nous remercions M. Legroux qui nous les a procurées. 

(7) Des sources d’irradiation autres que larc au mercure ont déja 
été employées par des auteurs dans des buts différents du notre en 
particulier Finsen et ses éléves comparérent vers 1905 action de l’arc 
au fer et de l’arc au charbon. De plus, en 1912, V. Henri et ses colla- 
borateurs ont eu Vidée, pour l’exploration de lultra-violet extréme, de 
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1° Une lampe en quartz & vapeur de mercure, d’une puis- 
sance de 880 watts (8). Elle nous a fourni le spectre biolo- 
gique a (fig. I). 

2° Un arc a électrodes en charbon imprégné de fer, d’une 
puissance de 550 watts, et auquel correspond le spectre c 
(fig. I). 

3° Une lampe 4 hydrogéne (Spectre 6 fig. 4, fig. III, fig. V1). 

Lampe & hydrogéne (9). La lampe est construite par la 
Société SCAD. C’est un tube & décharges de faible diamétre, 
fermé a sa base par une fenétre de quartz transparent et 
rempli d’hydrogéne pur et sec, sous une pression de |’ordre 
de 3 millimétres de mercure. Gonvenablement refroidi, et 
alimenté sous une tension de 4.000 volts par un courant de 
130 mA, ce tube émet un rayonnement intense dans l’ultra- 
violet. L’image du tube horizontal, prise en bout selon laxe, 
par une lentille achromatique de quartz-fluorine, est projetée 
sur la fente du spectrographe. La mise au point est réalisée 
pour toutes les radiations ultra-violettes simultanément. 

On constate ainsi sur une plaque luminescente, trés sensible 
au Silicate de zinc, placée dans le chassis du spectrographe, la 
présence d’une trainée lumineuse continue, qui occupe presque 
toute la largeur du champ. Cette observation permet de déter- 
miner commodément, au début des essais, l’orientation opti- 
mum du spectrographe. 

La répartition énergétique spectrale de l’émission de la 
lampe a hydrogéne a été étudiée quantitativement (10). Elle 
est parfaitement continue entre ) = 3300 A et = 2000 A, 
comme le montre la courbe reproduite ci-contre (fig. VIID. On 
remarque de plus que l’énergie rayonnée par cette ampoule 


substituer a l’arc au mercure 1|’étincelle condensée de magnésium et celle 
de cadmium. En 1907, Hertel utilise encore l’arc au magnésium. 

(8) A notre connaissance, il n’a jamais été utilisé dans des essais 
de ce genre, de lampe a vapeur de mercure aussi puissante. Notre 
lampe est du modéle Bruhat-Gallois, établie pour l’étude de Vl effet 
Raman. 

(9) Cet appareil, ainsi que Je montage optique utile & son emploi, 
a été mis 4 notre disposition par M. KE. Vassy, du Laboratoire de Phy- 
sique de la Sorbonne. Nous le remercions ici bien cordialement. 

(10) Désarpin (G.) et M"° Scuwkcrmr (R.). Revue d’Optique théorique 
et instrumentale, 43, 1934, p. 313. CHatonce (D.). Journal de Phys. et 
Ra., 4, série VII, 1930, p. 421. 
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croit trés rapidement A partir de l’ultra-violet moyen vers les 
courtes longueurs d’onde. C’est & l’allure générale de cette 
courbe que nous nous sommes référés par la suite pour appreé- 
cier la nocivité relative des différentes radiations. 


RESULTATS. 


I. Dans les conditions décrites, la pose nécessaire pour faire 
apparaitre la premiére zone d’abiotisme est de l’ordre de 
cinquante minutes avec le Bacille pyocyanique (fig. III /). Cette 
zone est située vers }=,2650 A. De plus, par augmentation 
progressive du temps de pose, toutes autres conditions restant 
invariables, cette premiére trace s’étend de part et d’autre de 
, = 2650 A, plus rapidement vers les courtes longueurs 
d’onde. La région i = 2630 A apparait, par comparaison des 
différents spectres ainsi obtenus, comme étant la zone d’effi- 
cacité apparente maximum des radiations. L’action des radia- ~ 
tions cesse d’étre apparente pour les grandes longueurs d’onde 
vers 4= 2900 A, et pour les courtes longueurs d’onde vers 
> = 2200 A, avec une pose de deux heures (fig. III e). 

Si Von tient compte maintenant de la distribution de 
l’énergie dans le rayonnement, il apparait un premier résultat 
nouveau : c'est image continue du spectre sur la plaque bio- 
logique, correspondant a la répartition continue des radiations 
ultra-violettes incidentes. On ne retrouve plus les aspects 
discontinus signalés par les auteurs, et toujours obtenus avec 
des rayonnements a répartition énergétique spectrale égale- 
ment discontinue. 

L’importance du choix de la source d’irradiation dans ce 
genre d’expérience est donc essentielle, et l’emploi de la lampe 
a hydrogéne permet ici de répondre & la question posée pré- 
cédemment : avec les micro-organismes expérimentés, il ne 
semble pas exister, dans ultra-violet moyen, différents seuils 
tres nets de radiations abiotiques pouvant étre caractérisés 
par une suite de valeurs discontinues des longueurs d’onde. 
Au contraire, avec des poses croissantes, on constate que 
Vaction abiotique, traduite par la zone transparente de la 
plaque biologique, s’étend graduellement sans hiatus depuis 


w 
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les radiations les plus efficaces jusqu’aux radiations les moins 
efficaces. 

II. Un autre résultat peut étre signalé au sujet de la nocivité 
comparée, sur quelques microbes, des différentes radiations 
dans le domaine de l’ultra-violet jusque vers = 2900 A. 

En premier lieu, dans la région spectrale comprise entre 
2 = 2650 A et = 2100 A (fig. I et I), on remarque que les 
radiations situées vers 2 — 2650 A (les moins intenses du 
rayonnement de la source), sont les plus apparentes sur les 
cultures étudiées. Par contre, les radiations de plus courte 
longueur d’onde ont une action biologique d’autant plus faible 
que leur énergie est plus grande. Il faut en conclure que, dans 
ce premier’ domaine considéré, les radiations situées vers 
» = 2650 A sont les plus nocives. 

En second lieu, entre 4 = 2650 A et r= 2900 he en raison 
du parallélisme existant entre la forme décroissante de la 
courbe énergétique spectrale du rayonnement et l’allure égale- 
ment décroissante de l’action abiotique des radiations corres- 
pondantes, il est moins aisé de trouver le lieu de nocivité 
maximum. Dans ce dernier but, on peut toutefois faire appel 
a une experience complémentaire, effectuée avec l’arc au char- 
bon imprégné de fer (fig. I ©). Les groupes de raies du fer 
’ = 2720 A et » = 2830 A ont une action apparente abio- 
tique trés comparable et leur énergie dans le rayonnement 
employé est également trés voisine. A cause de cette remarque 
et des premiéres conclusions, nous estimons que l’on peut 
difficilement envisager la présence d’un seuil singulier de noci- 
vité entre %= 2630 A et 1 = 2900 A. 

C’est ainsi que les radiations situées vers > — 2650 A, dont 
l’elficacité apparente maximum est trés visible sur nos plaques 
biologiques, peuvent bien étre maintenant considérées comme 
les plus nocives dans le domaine des courtes longueurs d’onde, 
jusque vers } = 2200 A. Ilest probable qu’elles sont également 
les plus nocives sur les germes expérimentés dans le domaine 
opposé jusque vers = 2900 A. 

Ces premiéres conclusions nous paraissent devoir étre 
appuyées pdr quelques remarques d’ordre technique : 

Dans le phénoméne étudié, avec le tube & hydrogéne, la 
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largeur de la fente du spectrographe est un élément important : 
on cherche, d’une part, & la réduire le plus possible pour que 
la sélection des radiations de la source soit la plus parfaite 
possible ; l’exploration de l’abiotisme de ces radiations par le 
spectre biologique est ainsi rendue plus précise. Mais on se 
trouve, d’autre part, limité dans l’affinement de la fente par 
Ja quantité minimum de flux lumineux A admettre pour 
obtenir un spectre biologique apparent avec une pose accep- 
table.. La largeur de la fente adoptée ici (0 mm. 25) a une 
valeur moyenne qui satisfait aux conditions exigées : en parti- 
culier, la durée de pose n’a pas dépassé deux heures. 

Cette limitation de durée des poses d’irradiation est aussi de 
grande importance 4 divers points de vue : du point de vue 
biologique, il ne faut pas oublier que la culture microbienne 
croit et se développe pendant lirradiation ; une trop longue 
pose aménerait donc a expérimenter sur des cultures dont 
lage et toutes autres caractéristiques biologiques ne sont plus 
sensiblement constantes durant l’expérience. Du point de vue 
physique, une pose prolongée pourrait rendre importants et 
perturbateurs les effets de diffusion du rayonnement par les 
piéces optiques du spectrographe : on sait que cette diffusion 
améne dans tout appareil dispersif, sur la plage réceptrice de 
chaque raie, en méme temps que le rayonnement réguliére- 
ment transmis, une part de radiations étrangéres. Cette 
énergie parasite est, en chaque point, une trés faible fraction 
de l’énergie totale incidente ; mais elle deviendrait d’autant 
plus importante que la pose, done la surexposition pour les 
régions intenses, serait plus grande. Dans ce cas, une radiation 
nocive intense, partiellement ditlusée et recue sur une région 
étrangére du spectre, pourrait fausser les résultats recherchés 
sur cette région. Une telle perturbation est hors de cause dans 
nos expériences ot la surexposition se produirait d’abord, 
d’apres la courbe (fig. VIII), vers les radiations de courtes lon- 
gueurs d’ondes les moins efficaces. 

- Enfin, en ce qui concerne Ja répartition exacte de l’énergie 
dirradiation lors de son incidence sur la culture, la courbe a 
laquelle nous nous sommes ré{érés n'est certainement pas affec- 
tée dans son allure générale par le fait de la transmission trés 
erande et peu sélective du quartz du spectrographe dans l’ultra- 
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Violet moyen (11). Dans le cadre de nes conclusions et en apph- 
cation de précédentes remarques, l’approximation ainsi réalisée 
dans la connaissance de [énergie d irradiation nous parait 
trés suifisante. Nous avons aussi compté, pendant les diifé- 
rentes poses, sur la stabilité de Pémission de la lampe dont ta 
durée normale au régime adopté d&passe mille heures. 

lil. Un treisiéme résultat est apparent sur le spectre biclo- 
gique obtenu dans nos expériences avec la Jampe a vapeur de 
mercure de grande puissance, a la suite d'une pose relative- 
ment longue. On voit sur ce spectre (7 figure V), aprés le fond 
continu spectral de lémission de la lampe, freis raies espacées 
dans lultra-violet lointain, de longueurs d’ondes respectives : 
2 = 1998 A, »= 4935 A, x= 1862 A. Ce sont les raies du 
spectre d’arc de laluminium, dont Ja présence est due a ia 
vaporisation partielle de parties métalliques & lintérieur de 
la lampe en quartz. Cette trace de vapeur d‘aluminium est 
électriquement excitée pendant le fonctionnement de la lampe 
et donne les intenses raies lointaines connues, que l'on trouve 
sur le cliché photographique (fig. IV). Grace & cette mission 
secondaire de la lampe a vapeur de mercure, l'activité abiotique 
trés netie de lUulira-violet lotniain sur certaines bactéries est 
ainsi mise en évidence. 

IV. Signalons enfin, du point de vue biologique, que lordre 
de résistance croissante des germes étudiés aux radiations 
ultra-violettes moyennes est le suivant : bacille pyecyanique, 
bacille du colon, bacille du choléra des poules, staphylecoque 
doré, entérocoque, Saccharomyces eilipsoidus souche Cham- 
bertin. Cet ordre est celui de la sensibilité des mémes germes 
au rayonnement ¢ du radium (42). 

En résumé, nous avons été amenés, au début du présent 
article, & faire différentes remarques relatives 4 la technique 
eonnue des spectres biologiques pour la recherche des radia- 
tions abiotiques. En particulier, nous avons rappelé qu'une 


11) Voir & ce sujet : D&sarnpin (G.) et M" Scuwécrer (R). Lec. cit., 
p. 9 (Courbe de transmission dun monochromateur dans ultra-violet). 
De plus : Graxata. The Physical Review, 34, 1929, p. 145. Copnenrz (WW). 
Bulletin of Bureau of Standards, 15, 1934, p. 471. Tsuxamoro (K.). Revue 
a@’Optique théorique et instrumentale, 3, 1928, p. 89. 

(12) Lacassacne (A.) et Paunin. C. R. Soc. Biol., 92, 1925, p. 61. 
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bonne définition des doses d’irradiation dans I’ultra-violet 
devait étre basée sur la connaissance des caractéristiques du 
rayonnement utilisé. Différentes méthodes physiques offrent le 
moyen d’établir ces caractéres avec une grande précision. 

fl était bon, toutefois, de faire ressortir Vimprécision des 
résultats complémentaires fournis par l’étude habituelle des 
Spectres biologiques, ce qui introduit une certaine tolérance 
dans l’imprécision des mesures physiques énergétiques. 

Apres avoir encore remarqué que l’aspect du spectre biolo- 
gique dépend étroitement de la nature de Ja source d’irra- 
diation, nous avons été amenés 4 reproduire des expériences 
dirradiation en utilisant, non plus la lampe & vapeur de 
mercure 4 émission spectrale discontinue, mais la lampe A 
hydrogéne 4 émission spectrale continue. Les résultats obtents 
nous ont permis d’établir les conclusions suivantes : 

1° Il n’y a pas de seuils apparents discontinus d’abiotisme 
dans l’échelle continue des radiations ultra-violettes entre 
> = 2900 A et ~= 2200 A. Contrairement a toutes les descrip- 
tions déja données pour les spectres biologiques, nous avons 
obtenu sur nos cultures une zone d’abiotisme continue, plus 
ou moins étendue autour d’un maximum apparent, selon la 
durée de la pose. 

2° Les radiations de l’ultra-viclet moyen les plus nocives 
paraissent ¢tre situées autour de 7= 2650 A. 

3° Nous avons vu dans |’ultra-violet lointain quelques radia- 
tions fortement abiotiques. 

4° L’ordre de sensibilité relative des différents microbes 
étudiés aux radiations ultra-violettes semble correspondre A 
celui trouvé pour ces germes au rayonnement @ du radium. 

Tous ces résultats sont relatifs a des cultures et 4 une 
technique déterminées. Les remarques proprement biologiques 
auxquelles ils peuvent donner lieu ne nous paraissent pas 
pouvoir étre utilement formulées avant l’amélioration de la 
technique des spectres biologiques. C’est l'objet de nos recher- 
ches actuelles. 
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LEGENDE DE LA PLANCHE 


Les figures I, II, lll, V, V1, IX, sont des plaques gélosées ensemencées avec 
divers microbes. Pour tous ces spectres, sauf pour la figure I, la fente du 
spectrographe est de 0 mm. 25. Les endroits ot. les microbes ont été tués se 
détachent en noir sur le fond blanc de la culture, donnant 4 limage l’aspect 
d’un spectre négatif. F 


Fig. 1. — Saccharomyces ellipsoideus. a, lampe 4 vapeur de mercure, pose de 
une minute trente secondes; 6, tube & hydrogéne, pose une heure quarante- 
cinq; c, are au fer, pose quarante-cing minutes. 


Fig. Il. — Saccharomyces ellipsoideus, la largeur de la fente a été réduite a 
0 mm. 025 pour préciser l’apparilion de la raie la plus microbicide de la 
lampe a vapeur de mercure, pose de sept minutes. 


Fig. III]. — Spectre de l’émission du tube & hydrogéne sur une culture de 
bacilles pyocyaniques. e, pose de deux heures; /, pose de cinquante minutes. 


Fig. 1V. — Photographie du spectre de l’émission de la lampe & vapeur de 
mercure ulilisée. . 
Fig. V. —- Spectres biologiques d’une culture de bacilles pyocyaniques avec 


divers temps de pose. i, pose de seize minutes; 7, pose de six minutes; /, pose 
de trois minutes; J, pose de une minute trente secondes. 

Ces spectres sont intéressants & comparer avec ceux de la figure IX qui est 
une culture d’entérocoques, on voit tout de suite la différence de sensibilité 
de ces deux germes. m, pose de quarante minutes; n, pose de huit minutes; 
0, pose de quatre minutes; p, pose de deux minutes. 


Fig. VI. — Spectres avec le tube & hydrogéne sur une culture de Saccharo- 
myces ellipsoideus. q, pose de deux heures; 7, pose de une heure; s, pose de 
trente minutes. 


Fig. VII. — Photographie du spectre continu de l’émission du tube & hydrogéne. 
Fig. VIII. — Courbe montrant la répartition de l’éuergie dans le spectre continu 


du tube a hydrogéne. 
(Les figures VII et VIII] sont tirées du mémoire de G. Dejardin, et 
R. Schwegler, loc. cit.). 
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MASSON ET Git, EDITEURS 


A PROPOS DE L’ARTICLE DE E. COULAUD 
SUR « ALLERGIE ET IMMUNITE 
PRODUITES PAR LES BACILLES MORTS 
EMULSIONNES DANS DES HUILES VEGETALES » (i) 


par A. SAENZ. 


Dans son article, E. Coulaud m’attribue 4 deux reprises des opinions 
qui ne sont pas les miennes. A propos des résultats obtenus par 
linjection de bacilles morts émulsionnés dans l|’huile d’olive, il écrit : 
« Certains auteurs n’ont-ils pas été jusqu’a leur dénier tout intérét ? » 
en se référant 4 ma communication a4 la Société de Biologie (424, 
1937, p. 338). Or, dans cette note, je montre que « l’inoculation de 
10 milligrammes de bacilles morts émulsionnés dans 1 cent. cube 
@huile d’olive détermine une allergie avec réaction papuleuse au 
vingtiéme jour, nécrotique entre le quarante-cinquiéme et le soixantiéme 
jour, alors que les témoins, inoculés avec des bacilles émulsionnés en 
sérum physiologique, ne présentent a cette derniére date qu’une réac- 
tion papuleuse. » Je souligne du reste que cette allergie est beaucoup 
moins intense que celle conférée par l’émulsion dans l’huile de vase- 
line, mais je n’ai jamais prétendu qu’elle était dépourvue de tout 
intérét. 

D’autre part, E. Coulaud écrit page 889: « Pour Saenz, la lanoline 
m’a aucune influence sur le pouvoir allergique des bacilles morts ». 
Or, si‘dans la communication précitée, je montre, en effet, que, deux 
mois apres Jlapparition d’une réaction papuleuse insignifiante, 
lvallergie des animaux inoculés avec des bacilles morts émulsionnés 
dans de la lanoline n’a pas augmenté, je précise dans mon mémoire 
ultérieur (Ces Annales, 60, 1938, p. 58) « qu’a condition de suivre 
les animaux pendant siz mois au moins, il y a bien accroissement de 
Vallergie avec la lanoline, mais accroissement faible ». Je conclus en 
disant page 77: « Les huiles végétales et la lanoline déterminent un 
accroissement des réactions tuberculiniques dont l’intensité est beau- 
coup moins prononcée qu’avec les substances grasses d’origine miné- 
rale, c’est-a-dire l’huile de vaseline et la paraffine. » 

Et, dans mon article de la Revue d’Immunologie (n° 6, 1937, p. 530), 
ie m’exprime ainsi, page 535: « Il n’en reste pas moins que les huiles 
végétales et les graisses d’origine animale telles que la lanoline 
augmentent lVallergie, mais encore le font-elles 4 un degré moindre 
que l’huile de vaseline ou la paraffine, excipients minéraux. » 

J’ai d’ailleurs la satisfaction de voir que Coulaud termine son travail 
par des conclusions tout a fait superposables aux miennes: « Il est 
incontestable cependant que l’allergie, produite par les bacilles morts 
émulsionnés dans les huiles végétales, est moins marquée, moins 
durable, que celle qui est produite chez les animaux de laboratoire par 
une injection d’une méme dose de bacilles morts enrobés dans la 


paraffine. » 


(1) Ces Annales, 61, 1988, p. 355. 
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INTRODUCTION. 


De nombreux microorganismes sont capables de se multi- 
plier dans des milieux simples, généralement appelés synthé- 
tiques, ot l’aliment azoté est représenté par un_ nitrate, 
Valiment carboné énergétique par un acide organique ou un 
glucide, et qui renferment tous les éléments indispensables : 
phosphore, soufre, magnésium, fer, cuivre, zinc, etc. Tel est 
par exemple le cas de l’Aspergillus niger. D’autres microorga- 
nismes ne peuvent se développer dans ces milieux que si !’on 
y ajoute des substances déterminées : le flagellé Polytoma 


(1) Rapport présenté le 27 octobre 1938 au I* Congrés des Microbio- 
logistes de Langue francaise, a Paris. 
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ocellatum n’eflectue sa croissance qu’en présence de thiazol. 
Le thiazol est un facteur de croissance pour Polytoma ocel- 
latum. 

Certaines bactéries ne peuvent étre cultivées en eau peptonée 
— laquelle renferme de trés nombreux facteurs de croissance 
— que si on leur fournit de lhématine ; c’est le cas par 
exemple d’Hemophilus canis, pour lequel ’hématine est un 
facteur de croissance. 

Comme il existe des microorganismes se développant en 
Vabsence de facteurs de croissance, et que le besoin de facteurs 
varie suivant les espéces, on ne pourra définir un facteur de 
croissance que par rapport 4 un organisme déterminé. L’héma- 
tine est un facteur de croissance pour Hemevhilus canis, elle 
ne l’est pas pour Hemophilus parainfluenzae. 

Pour essayer de définir les facteurs de croissance, nous 
allons procéder par élimination et nous envisagerons successi- 
vement les différents constituants des miheux de culture. Les 
aliments carbonés énergétiques et d’une manitre générale 
toutes les substances interchangeables ainsi que celles qui 
contribuent a conférer aux milieux certaines propriétés, 
comme la concentration en ions H et OH, ne seront pas consi- 
dérés comme des facteurs de croissance. 

Les éléments indispensables 4 la construction de la sub- 
stance, C, H, O, N, P, Fe, Mg, Cu, Zn, etc., sont par conven- 
tion exclus des facteurs de croissance. Ceci toutefois & condition 
de considérer les éléments sous leur forme oxydée. Novws 
devons en effet envisager la forme, méme inorganique, sous 
laquelle l’azote et le soufre, par exemple, doivent étre fournis. 

Un organisme, capable d’utiliser un nitrate comme seul 
aliment azoté, posstde obligatoirement la faculté de réduire 
les nitrates puisque, dans les acides aminés, l’azote est pré- 
sent sous forme de —NH.. Un autre organisme, incapable 
d’utiliser les nitrates et ayant besoin d’un sel d’ammonium 
ou d’un acide aminé comme aliment azoté, Coit étre envi- 
sagé comme un organisme incapable de réduire les nitrates 
(A. Lwoff, 1932), c’est-a-dire de faire la synthése de —NH. 
a partir de —NO,. L’azote réduit, —NH. ou —-NH,, sera 
considéré comme un facteur de croissance. Sera considéré ds 
méme le soufre réduit pour les organismes parathiotropes, 
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incapables de réduire l’ion SO*-— et qui seront étudiés dans 
un paragraphe particulier. Si l’on voulait exclure l’azote 
réduit ou le soufre réduit des facteurs de croissance, il faudrait 
définir ceux-ci comme des substances organiques (1). Mais 
nous ne voyons pas de raison pour exclure des facteurs des 
composés ne renfermant pas de carbone. Nous verrons 4 la 
fin de cet exposé que le besoin de facteur est lié a la perte 
du pouvoir d’en réaliser la synthése, c’est-d-dire d’effectuer 
une ou plusieurs réactions nécessaires & cette synthése. Par 
exemple, un organisme ayant besoin d’aneurine est un orga- 
nisme incapable de souder la pyrimidine au thiazol. L’absence 
du pouvoir de réduire lion SO,- ou Vion NO;— déficience 
entrainant le besoin de soufre ou d’azote réduits, nous semble 
participer du méme mécanisme général que l’absence du pou- 
voir de souder la pyrimidine au thiazol. Besoin d’aneurine et 
besoin de —NH, ou de —SH sont donc la conséquence de 
Vimpossibilité de réaliser une certaine opération et peu nous 
importe que les substances intéressées renferment ou non du 
carbone. Si toutefois on n’acceptait comme facteurs de crois- 
sance que les substances organiques, on en exclurait le soufre 
réduit lorsqu’il est présenté sous forme de —SS ou de -—-SH 
(inorganique) et on l’y intégrerait lorsqu’il se présente sous 
forme de —CS (organique). 

C’est la question de synthése, de production par lorga- 
nisme, qui doit dominer dans l’appréciation de la nature fac- 
torielle ou non factorielle d’un composé. Un milieu totalement 
privé de CO, est impropre au développement de certains micro- 
organismes. Si nous prenons comme critérium le pouvoir 
de synthése, nous exclurons CO, des facteurs de croissance, 
puisque les microorganismes sont capables de le produire eux- 
mémes, a condition toutefois qu’il y ait une certaine tension 
de CO, dans le milieu de culture. 

Pour établir notre définition, nous ne tiendrons aucun 
compte de la concentration a laquelle les facteurs agissent. 
Les dilutions actives sont variables suivant les facteurs et, 


(1) Pour la commodité de l’exposé nous appelons ici substances orga- 
niques les composés carboniféres sans nous occuper de leur origine 
véritable. 
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pour un méme facteur, suivant les organismes. D’une manidre 
générale, les substances agissant sur les microorganismes, 
qu’elles soient ou non des facteurs de croissance, sont actives 
a des dilutions trés élevées. 

Nous exclurons des facteurs de croissance les stimulants, 
c’est-a-dire les substances qui ne sont pas indispensables, eo 
absence desquelles l’organisme peut se développer, mais qu 
accélérent plus ou moins la croissance. 

Le besoin de facteurs peut étre di a l’absence totale de syn- 
thése. C’est l’hypothése que nous admettons. Mais on peut 
tout aussi bien envisager avec Knight qu’une syuthése affaiblie 
est possible, la vitesse de synthése étant incompatible avec le 
développement. Absence de synthése ou synthése trop lente 
pour la croissance aboutissent pratiquement au méme résultat : 
absence de multiplication en l’absence de facteur. Nous pou- 
vons aussi, avec Knight, considérer que si la vitesse de syn- 
thése d’une substance est réduite, cette vitesse limitant la rapi- 
dité du développement, la substance en question sera un stimu- 
lant. Ainsi, comme le fait remarquer Knight, des différences 
quantitatives de la vitesse de synthése peuvent entrainer des 
différences qualitatives dans les besoins alimentaires, restant 
entendu que la synthése trés lente des facteurs est encore 
hypothétique. 

Nous séparons aussi des facteurs de croissance les facteurs 
de « départ », c’est-a-dire les substances nécessaires 4 de nom- 
breux microorganismes lorsqu’on les isole de leur héte animal 
ou lorsqu’on les transporte brusquement d’un milieu organique 
complexe dans un milieu simple. Ces facteurs de départ 
peuvent ¢tre nécessaires pendant un ou plusieurs repiquages, 
mais l’organisme finit par pouvoir s’en passer, tandis que 'e 
besoin de facteur de croissance est, par convention, définitif. 
On peut supposer que la synthése de ces facteurs de départ est 
liée & des enzymes adaptatifs tandis que c’est une absence 
compléte d’enzymes qui conditionne le besoin de facteurs, 1a 
perte définitive s’expliquant par le fait que ces enzymes sont 
doués de continuité génétique, c’est-a-dire sont des substances 
autocatalytiques. 

Nous proposons donc d’appeler facteur de croissance pour 
un organisme donné, une substance dont cet organisme est 
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incapable de réaliser la synthése et en l’absence de laquelle 
toute multiplication de cet organisme est impossible. 

Nous avons vu que cette définition exclut des facteurs de 
croissance : les éléments, les aliments carbonés énergétiques, 
les facteurs de départ et les stimulants. 


* 
* 


Nous n’examinerons, dans ce rapport, que les facteurs de 
croissance de composition et de constitution connues. C’est 
pourquoi seront laissés de cété le facteur du Clostridium spo- 
rogenes, la biotine, l’acide panthoténique, etc. 

D’autre part, nous avons limité ce rapport aux facteurs de- 
croissance tels que nous les avons définis et n’entrerons pas 
dans l’examen de la question des stimulants. C’est dire qu’iF 
ne sera pas question de la multiplication des Jevures, puisque: 
la conclusion de Pasteur (4856), d’aprés laquelle les levures- 
sont capables de se multiplier en milieux synthétiques non 
additionnés de facteurs de croissance, a été étendue a toutes les. 
espéces de levures jusqu’ici étudiées. I] est vrai que certaimes- 
levures se développent mal dans ces conditions et que leur 
multiplication est considérablement accélérée par la @-alanine, 
l’aneurine, le méso-inositol et la biotine, substances qu? 
répondent donc a la définition des stimulants. Cet intéressant 
et toujours actuel probléme de la nutrition des levures, qui a 
joué un réle historique considérable, mériterait d’ailleurs, & hur 
seul, un exposé d’ensemble. 


* 
* Ok 


Il est actuellement trés difficile de savoir s’il existe des: 
acides aminés nécessaires pour certains microorganismes. 
Cette éventualité est théoriquement possible, fort probable, 
et a longtemps été admise. Mais le travail récent de G. P. Glad- 
stone a démontré que les acides aminés que |’on croyait indis- 
pensables & Staphylococcus aureus le sont seulement pendant 
la période d’adaptation, lorsque l’on transporte des bactéries: 
d’un milieu organique dans un milieu simple. On est en droit: 
de se demander si, 4 la suite de recherches plus approfondies. 
les acides aminés considérés comme nécessaires A diverses bac- 
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téries ne se révéleront pas aussi comme des facteurs de départ. 
Etant donnée Vincertitude de la question, laquelle a d’ailleurs 
été examinée en détail par Knight, nous la laisserons de cété. 
Si cependant le caractére indispensable d’un acide aminé venait 
a étre démontré, il faudrait considérer cet acide aminé comme 
un facteur de croissance. 


LE SOUFRE REDUIT ET LES ORGANISMES PARATHIOTROPHES. 


H. Braun (i934) a réussi a cultiver certaines souches de 
Corynebacterium diphterie dans un milieu synthétique ; Vali- 
ment azoté étant représenté soit par un acide aminé, soit par 
un sel d’ammonium, l’aliment carboné par de l’acide acétique. 
Dans ces conditions, Braun a remarqué que le sulfate de sodium 
ne suffisait pas pour assurer le ravitaillement en soufre : un 
aliment sulfuré particulier, cystéine ou sulfure de sodium était 


TaBLeau. I. — L’alimentation sulfurée des Saprolegnia 
(Vaprés M. Volkonsky). 
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POU REE DES 20 CR RE sous forme de | euthiotrophes parathiolrophes 


Acide sulfurique —s0, 
Acide sulfovinique . — SO, 


Acide sulfhydrique — SH 
Acide thioacétique .. ... — SH 
Acide thiocarbonique — Cs 
Acide thiosulfurique 
Cystéine 


+t+4++ ++ 


nécessaire pour obtenir le développement. Ces faits, confirmés 
par Schmidt (1933) ont été interprétés par Braun de la fagon 
suivante : « On doit admettre que, dans le métabolisme des 
bacilles diphtériques, les processus de réduction ont une signi- 
fication particulitre et que, pour leur multiplication, les 
milieux de culture doivent avoir un potentiel d’oxydo-réduction 
déterminé. » Le réle des substances renfermant des groupe- 
ments —SH serait précisément d’établir ce potentiel. Nous 
verrons ce qu’il faut penser de cette interprétation. 

Cependant, M. Volkonsky (1932-1933), étudiant la nutrition 


586 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


de Saprolegnia parasitica, obtenait son développement dans un 
milieu synthétique ; mais, pour Saprolegnia comme pour le 
bacille diphtérique, les sulfates ne pouvaient étre utilisés 
comme aliment sulfuré : une source de soufre réduit est néces- 
saire. 


Le tableau ci-contre, emprunté 4 Volkonsky, résumera ces 
résultats. 


Tasieau ll. — Nutrition sulfurée de Staphylococcus aureus 
(résultats de P. Fildes et G. M. Richardson). 


Gy steinior =. 22 tee eee cate at | eat mee ett cen rene earner 
InkaynaVoXnANe Goo 6 o Ge ae 
Homocystéine thiolactone. . . 
s-mercaptoctbylamnine (HCl) aire mearnsii 
B-mercaptopropionate. ... . Sane 
B-mercaptobutyrate 3 4. 2 = ss © 


See ee ae Eee ee le eee me Sn yy i ety ae OM aoc, dy 


+++4+t4+4+44+ 


GyStinen cars ee secre ie 
Homocystine .. . OG Nee ot aS mr er oe ae +- 
Pentocystiniens 0) 200 2ur mesic er aura eye ee oll cee 


Dithiodi-8-éthylamine (HCl) 


Dithiodi-6-propionate 
Dithiodiacétate 


Dithiodi-«-propionate 
Dithiodi-«-isobutyrate 


Méthionine) (41%. 6 » 


PAA MOK ahwAmaVneyey sc Wil ex Se Gl be EMO 
Pr Teaver ors y HO) OULR NG OND. ecm Sis G6 gulblbess ease Bee 
Acide cystéique... . 
Acide sulfurique 


a Pre a a ee Ce eye Toei, tbe Cee Sw Che Act eee 


L'interprétation donnée de ces faits par Volkonsky est tras 
différente de celle de Braun. Si les Saprolegnia ont besoin 
d'une source de soufre réduit —-SS, —SH, —CS), c’est, dit 
Volkonsky, qu’ils ont perdu le pouvoir de réduire l’ion SO, -- 
pouvoir que possédent les organismes euthiotrophes pour les- 
quels les sulfates peuvent servir d’unique aliment sulfuré. Les 


organismes parathiotrophes, au contraire, ont besoin de soutre 
réduit 
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P. Fildes et Richardson, étudiant la nutrition de Staphylo- 
coccus aureus en milieu synthétique (4937), trouvent également 
que les sulfates ne sont pas utilisés comme aliment sulfuré et 
que le soufre doit étre fourni sous forme réduite. Pour le 
staphylocoque, le groupement —SH en position « est plus 
assunilable qu’en position %. Les composés —SS sont moins 
favorables que les composés —SH. Il semble que Fildes et 
Richardson considérent, comme Volkonsky, le besoin de soufre 
réduit comme lié 4 l’impossibilité de réduire les sulfates. 

Parmi les organismes qui ont été définis, jusqu’d présent, 
comme parathiotrophes, se trouvent, en dehors du_ bacille 
diphtérique et du staphylocoque, un certain nombre de Cham. 
pignons étudiés par Volkonsky. Ce sont : 

Saprolegnia parasitica ; 

Isoachlya monilifera ; 

Achlya prolifera ; 

Achlya oblongata ; 

Achlya polyandra ; 

Achlya conspicua ; 

Dichtyuchus monospurus ; 

Aphanomyces sp. (stellatus ?), 
ainsi que 26 souches indéterminées de Saprolegnia et d’A chlya. 

Au contraire, d’autres Champignons appartenant aux genres 
Pythium, Phytophtora, Basidiobolus, Beauveria, Rhinocladium, 
Sporotrichum, Ctenomyces, Trichophyton, Sabouraudites, Ept- 
dermophyton et Ustilago se sont révélés euthiotrophes. C’est 
dire que la parathiotrophie, parmi les Champignons, n’a été 
rencontrée, jusqu’ici, que chez les Saprolégniacées. 


L’HEMATINE (FACTEUR X). 


En 1892, Pfeiffer réussissait & cultiver Hemophilus influense 
dans un milieu renfermant du sang ou de 1’hémoglobine 
Jusqu’en 1947, nombreux furent les auteurs qui essay erent 
de remplacer I’hémoglobine par diverses substances. Les résul- 
tats furent variables et quelque peu contradictoires jusqu’au 
jour ow Davis, en 1917, montra que le sang apportait deux 
facteurs de croissance, dont le facteur X, thermostable. Des 
progrés rapides furent alors réalisés dans la détermination du 
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facteur X (Olsen, Fildes, Thjétta et Avery, Morgan, Rivers). 
A la suite des travaux d’Olsen, on semblait arriver 4 la 
conclusion que celui-ci n’était autre que l’hématine. La 
Tasteau II]. — Le facteur X (thermostable) pour Hemophilus influenze 
(Vaprés Olsen). 
Oxyhémegiobine ...... A oe Paes Oats, te + 
Meéthemio glo Dimes sac ics oe oes a ere + 
Carboxyhémoglobine .. . ee ee eee CaS 
Hematite ah 1 Bis nd et Se Ce eal ae hearer Loe AOS 
nko foes ee ee & ah Pe ha eteaieewe- ee Se ee ee + 
Hématoporphyrine .. . 0 
MEémocvaminerccs .° A le ot 2 = | ety Melcewseere ve vauileemner jar meee 0 
Bilirabimes 2a .. 28s - : I) AR ee Eee: 0 
0 
0 
0) 


question de lidentité du facteur X et de Vhématine n’était 
cependant pas résolue. On tendait a attribuer au fer, plus qua 
Vhématine elle-méme, l’activité du facteur de croissance. Ceci 
& la suite de la constatation que lhématoporphyrine est 
dépourvue d’activité (Olsen, Fildes). De plus, de nombreux 
auteurs avaient établi une corrélation entre la réaction peroxy- 
dasique de l’hémoglobine et son activité comme facteur de 
croissance. Et Webster, Webster et Baudisch, Baudisch et 
Welo, Baudisch et Dubos affirmaient avoir obtenu la culture 
d’H. influenze en présence de certains sels de fer (« fer actif » 
de Baudisch). Jusqu’en 1933-1934, et méme jusqu’en 1936, la 
question du facteur X restait confuse. Il suffira, pour s’en con- 
vaincre, de lire l’article de W. M. Scott dans le System of 
Bacteriology du Medical Research Council (4929), la revue de 
Lucile R. Anderson (1931) ou le volume de Knight, Bacterial 
Nutrition (1936) : c’est la fonction peroxydasique du facteur 
thermostable qui avait surtout retenu l’attention des micro- 
biologistes. 

La question de la nature du facteur thermostable n’a pu, en 
fait, étre résolue qu’aprés que les travaux de Keilin eureni 
démontré l’importance et le réle de Vhématine et de ses 
dérivés dans la physiologie cellulaire. L’étude comparative de 
’action de différentes hématines et porphyrines fonctionnant 
comme facteur de croissance pour le Trypanosomide Sitriqo- 
monas fasciculata a montré que l’action peroxydasique et le 
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Tasteau 1V. — Spécifité de ’hématine 
et de la protoporphyrine pour Strigomonas fasciculata. 


REACTION INFLUENCE INFLUENCE 
des sur la sur la | 
peroxydases | respiration (1) | multiplication (2) 


Hématine ... . 
Protohémine. . . 
Deutérohémine. . . 
Hématohémine. . 
Mésohémine . 

Pyrrohémine. . . 
Phéophorbide-a- hémine 
Phéophorbide-b-hémine 
Cytochrome C.. . 
Protoporphyrine . 
Deutéroporphyrine. 
Hématoporphyrine 
Mésoporphyrine. . . 
Aitioporphyrine . . 
Pyrroporphyrine. 
Phéophorbide a 

Rhodine (de chlorophylle 6). . 
Peroxydase de Wolff stabilisée. 
Fer actif de Baudisch 


Pee ses so et Faroe 
eseoocooootocososo+++ 


(1) A. Lwoff. 
(2) M. Lwoft. 


fer ne jouaient pas un rdle primordial, puisque la protoporphy- 
rine dépourvue de fer et d’action peroxydasique est active 
comme l’hématine (M. Lwoff, 1934). L’absence d’action de 
V’hématoporphyrine n’est pas due a l’absence de fer, mais a 
Ja structure de la porphine puisque l’hématohémine — sel de 
fer de |! hématoporphyrine — est inactive. 

Cette action de l’hématine s’expliquera d’elle-méme lorsque 
nous étudierons son role physiologique. 

Actuellement le besoin d’hématine a été démontré pour les 
organismes dont on trouvera les noms dans le tableau ci-joint. 
I] faut remarquer qu’un microorganisme ayant besoin de sang 
n’est pas forcément un organisme ayant besoin d’hématine 
la substance active du sang pouvant étre un composé présent 
dans le sérum, comme le cholestérol, ou un composé présent 
dans les hématies, comme la cozymase ou l’acide ascorbique 

Notons la trés grande sensibilité d’Hemophilus influenze a 


x 


Vhématine : le sang agit jusqu’d une dilution de 4 pour 4 A 
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Tasteau V. — Influence de diverses substitutions 
sur l’activité de ’hématine et de la protoporphyrine. 


PORPHYRINE 
ou PORPHINE (OU SON SEL DE FER) EN POSITION 2 
HEMATINE 


ACTIVITE 


| 


Proto. . . . .J4:3:5: 8-tétraméthyl-2 : 4-divinyl-6 : 7-di-| —CH = CH, 


+ 


propionique. 
Deutéro. . ./1:3:5: 8-tétraméthyl-6 : 7-dipropionique. —H 0 
Hémato. . . .}1:3:5: 8-tétraméthyl2: 42-hydroxyéthyl-|— CHOH.CH,} 0 
6 : 7-dipropionique. 
Méso. ... .|4:3:5: 8-létraméthyl-2 : 4-diéthyl-6 : 7-di-| — CH, CH, | 0 
propionique. 


3 millions:(A. et M. Lwoff), ce qui correspond 4 une concen- 
tration d’hématine de 1x 10~-°. 


Changement de comportement 
suivant la vie aérobie ou anaérobie. 


L’hématine n’est indispensable & Hemophilus influenze 
qu’en présence d’oxygéne. On sait, en effet, que certaines 
souches de ce microbe, capables de vivre en anaérobiose, n’ont 


Tasteau VI. — Les microorganismes ayant besoin d’Hématine 
(organismes hémotrophes). 


Hemophilus influenze . ==... . . ene OLS eT. 
Hemophilus conjunclivitidis. ....... P. Fildes. 
LUMA OUT URS 5 5 se 8 oe ee 5 WRaneRS, 
Hemophilus ducreye tne? 9 eee. wot ob la binosktys 
Slrigomonas muscidarum ... . ~ se eiwott. 
Slrigomonas culicidarum var. anophelis . . M. Lwoff. 
SUTUGOMONASTASCUGI LAL Cane een M. Lwoff. 
Leptomonas clenocephali. . . M. Lwoff. 
Leishmania tropica.... . M. Lwoff. 
Leishmania donovani . M. Lwoff. 
Leishmania agame..... 2 eo Mie woitts 
Leishmania ceramodaclyli. . . . . 2 ee Ns sliworti. 
SCHUZOURYDOIUIV (CUZ amet eens . M. Lwoff. 


besoin que du facteur V seulement (Kopp, 1927 : L. R. Ander- 
son, 1931), alors que ces mémes souches ont besoin d’hématine 
en aérobiose. Nous trouverons l’interprétation de ce phéno- 
méne lorsque nous étudierons le rdle physiologique de l’héma- 
tine. 
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Les PHOSPHO-PYRIDINO-NUCLEOTIDES (FACTEUR V). 


En 1917, Davis démontrait la nécessité de deux facteurs 
pour la croissance d’Hemophilus influenze en eau peptonée. 
Thjétta et Avery (1921) donnaient le nom de facteur V (vita- 
minique) au facteur thermolabile dont les propriétés furent 
établies par Thjétta et Avery, Avery et Morgan et Fildes. 
Fildes découvrit sa sensibilité particuliére & la chaleur en 
milieu alcalin. Le facteur V a été identifié par A. et M. Lwoff 
(1936) aux phospho-pyridino-nucléotides : coenzyme de War- 
burg et cozymase. Ces deux corps comprennent les molécules 


Tasteau VIJ. — Les constituants des phospho-pyridino-nucléotides. 
; O 
pee OH OPO,H, 
N CaN CH Sa C—O) (O51 
|. cH Meact ou 
NA Ho i 


Acide adénylique. 


N 
“| ys [Pentose.] 
ee tes [Acide phosphorique (1 ou 2molécules).] 


Amide de Vacide nicotinique. 


|| est trés probable que l’adénine, une molécule de pentose et une molécule 
d’acide phosphorique sont groupées comme dans l’acide adénylique (l’acide 
adénylique représenté ici est l’acide adénylique de la levure). 


suivantes, dont on ignore encore le mode exact du groupement : 
une base purique : l’adénine, deux molécules de pentose, deux 
(cozymase) ou trois (coferment de Warburg) molécules d’acide 
phosphorique, l’amide de l’acide nicotinique. 

La molécule entiére semble nécessaire; l’acide adénylique ou 
l’amide de l’acide nicotinique sont sans action. Le coenzyme de 
Warburg est actif, en tant que facteur de croissance pour fe 
développement de H. parainfluenze, & une dilution de 
4 pour 600 milions. 

Le role physiologique du facteur V sera étudié dans un para- 
graphe ultérieur. 
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L’ ACIDE NICOTINIQUE. 


Le réle de l’acide nicotinique en tant que facteur de crois- 
sance a été découvert par Knight (1937), qui a montré son 
caractére indispensable pour Staphylococcus aureus. L’amide 
de l’acide nicotinique est également active. Ces conclusions 
ont été étendues par G. P. Gladstone (in Knight, 1937) a 
12 souches typiques de S. aureus, et confirmées par 
S. A. Koser, R. D. Finkle, A. Dorfman et F. Saunders (1938) 
et par Kégl et W. J. Van Wagtendonk (1988). Certaines varié- 
tés de bacilles dysentériques (Flexner, His Y. et Strong) ont 
également besoin de l’acide nicotinique, alors que d’autres 
variétés peuvent s’en passer (Koser, Dorfman et Saunders, 
1938). Enfin P. Fildes (1988) a montré que B. Proteus ne se 
multipliait qu’en présence d’acide nicotinique — l’amide est 
aussi active — qui est le seul facteur de croissante pour cette 


Tasteau VU. — Influence de diverses substitutions 
sur l’activité de l’acide nicotinique. 


STAPHYLOCOQUE 
BACILLE 


DYSENTERIQUE 


mA 
wn 


Acide pyridine-3-carbonique (acide nicotinique). . 
Acide pyridine-2-carbonique (acide picolonique), . 
Acide pyridine-4-carbonique (acide isonicotinique). 
Amide de l’acide nicotinique oes 
Sel d’ammonium de l’acide nicotinique 

Sel de sodium de l’acide nicotinique 
Pyridine-3-sulfonate 

Pyridine-3-nitrile : 
3-méthylpyridine ($-picoline). . . . 

Ester méthylique de l’acide nicotinique 

Ester éthylique de l’'acide nicolinique...... 
Ethylamide de l’acide nicotinique 

Diéthylamide de l’acide nicotinique (coramine). . 
2-méthylpyridine 

4-méthylpyridine 


—— a —) 
ex 
ai 
et ee It 


ayaa = 


K, Knight KI, Knight et Me. Twain; L. Landy ; KDS, Koser, Dorfman et Saunders. 
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bactérie. La croissance du bacille diphtérique est seulement sti- 
mulée par V’acide nicotinique et son amide (J. Howard Mueller, 
1937). 

L’acide nicotinique et son amide sont actifs pour le staphy- 
locoque & une concentration de 2,6 x 10—* M (Knight). D’aprés 
Landy, l’amide de l’acide nicotinique est active A des dilutions 
10 fois plus élevées (4 x 140—*) que celle de l’acide (4 x 40—). 
L’éthylamide, les sels de sodium et d’ammonium de |’acide 
nicotinique sont & peu prés 8 fois moins actifs que l’acide, et 
Vester éthylique 25 fois moins (Landy). 

Le réle physiologique de l’amide de l’acide nicotinique n’a 
pas été établi, mais on doit se souvenir que cette amide est 
l'un des constituants des phospho-pyridino-nucléotides. 


L’ URACILE. 


Staphylococcus aureus se multiplie en milieu synthétique, 
en aérobiose, dans un milieu dépourvu d’uracile. En anaéro- 
biose, un facteur de croissance est nécessaire qui a été identifié 
par G. M. Richardson (1936) a la 2.6-dihydroxypyrimidine ou 
uracile. Celui-ci est actif jusqu’d-une dilution de M/2.500.000, 


Tasteau IX. — La spécificité © 
de Vuracile pour la croissance anaérobie de Staphy/ococcus aureus 
(apres G. M. Richardson). 


Uracile (M/2.500.000) ae 2-6-dihydroxypyrimidine. 
Thymine 5-méthyluracile. 
4-méthyluracile a, A 4-méthyluracile. 

4 : 3-diméthyluracile 1 : 3-diméthyluracile. 
4:3:4-triméthyluracile... . 1:3: 4-triméthyluracile. 
Thiothymine 2-thio-5-méthyluracile. 
Acide barbiturique.... . 4-hydroxyuracile. 
Barbitome. .. ...-... . .{Acide 5: 5-diéthylbarbiturique. 
NGO LEIING Seer Bi nay) a) kg a FO 2: 6-dikydroxypurine. 
Théobromine... . meee le 3: 7-diméthylxanthine. 
2:6: 8-trihydroxypurine. 


Cytosine 2-hydroxy-6-aminopyrimidine. 
lso-cytosine 6-hydroxy-2-aminopyrimidine. 
Adénine 6-aminopurine. 
Les 4 bases ci-dessus (M/20.000) . 
Aneurine é 
Thiolhistidine 
Hydantoine.. . 

PANIES N ont Noes eee ce ere es 
Créalinine 


fe 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
aE 
0 
0 
0 
0 
0 
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Velfet optimum se produisant & une concentration M/20.000. 

Aucun des 24 composés étudiés par Richardson (voir tableau 
ci-contre) n’a pu remplacer |’uracile, sauf toutefois un mélange 
de cytosine, isocytosine, guanine et adénine. 

Le role physiologique de l’uracile est inconnu, mais Richard- 
son insiste sur son importance et émet ’hypothése qu’il pour- 
rait entrer dans la constitution d’un nucléotide possédant une 
fonction différente de celle des dérivés de l’adénine. 

Nous trouvons ici le premier exemple d’un facteur de crois- 
sance nécessaire en anaérobiose seulement. 


LA PYRIMIDINE ET LE THIAZOL. 


Parmi les substances indispensables au développement de 
Staphylococcus aureus, Knight avait identifié l’aneurine, mais 
s’apercut rapidement que la vitamine B, pouvait étre rem- 
placée par la 2-méthyl-4-amino-5-aminométhylpyrimidine et 
le 4-méthyl-5-8-hydroxyéthylthiazol. Au cours de cet exposé, 
lorsqu’il sera question de « pyrimidine » et de « thiazol », 
sans autre indication, il s’agira de la pyrimidine et du thiazol 
de l’aneurine répondant a& la constitution ci-dessus. 


TaBLeAu X. — La pyrimidine et le thiazol de l’aneurine. 
C 
Vee 
Nf ° =sC.CH,NH, ‘17-0. CH 
2 | SH 
H,C NN 3 /C.NH, C.CH,CH,OH 
\/ 
N 
2-méthyl-4-amino- 4-méthy1]-5-g-hydroxyéthylthiazol. 


So-aminométhyi pyrimidine. 


Trés rapidement, la découverte de Knight était étendue 
a Phycomyces blakesleanus par W. H. Schopfer (1937), 
H. M. Sinclair (1937) et W. J. Robbins et F. Kavanagh (1937), 
& Polytomella ceca par A. Lwoff et H. Dusi (1937) et A Chilo- 
monas paramecium par A. Lwoff et H. Dusi (1937-1938). 

Cependant, il était rapidement apparu que la pyrimidine et 
le thiazol n’étaient pas toujours tous deux nécessaires. C’est 
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ainsi que, pour la culture des cellules de racines de tomate, 
laneurine peut étre remplacée par le thiazol seulement 
(W. J. Robbins et M. A. Bartley, 1937). Il en est de méme 
pour les Champignons Mucor rammanianus (Muller et Schop- 
fer, 1937) et Ustilago scabiosw (Schopfer 1938), les Flagellés 
leucophytes Polytoma ocellatum et Polytoma caudatum var. 
astigmata (A. Lwoff et H. Dusi, 1937). 

La question du remplacement de l’aneurine par la pyrimi- 
dine et le thiazol n’a pas été examinée pour tous les micro- 
organismes dont on a obtenu la multiplication en présence 
d’aneurine. C’est en particulier le cas d’Helvella infula, Lopho- 
dermium pinastri et Tricholoma nudum, qui ont été cultivés 
par F. Kégl et N. Fries en présence d’aneurine et de Cheto- 
cladium Brefeldi, Dicranophora fulva et Pilaira anomala, culti- 
vés dans les mémes conditions par Schopfer. 

On pouvait se demander s’il existait des organismes n’ayant 
besoin que de pyrimidine. D’aprés W. H. Schopfer (1937) 
Parasitella simplex et Absidia ramosa peuvent se déve- 
lopper en présence de pyrimidine seulement, mais le poids 
sec formé est augmenté de facon appréciable par le thiazol 
et Robbins a constaté que Phyophtora fagopyri a besoin de 
pyrimidine et non de thiazol. On ignore comment se compor- 
teraient ces Champignons au cours de repiquages en série dans 
des milieux dépourvus de thiazol. 

Quant A Rhodotorula rubra, Schopfer, qui a obtenu (1937) 
une augmentation du poids sec par la pyrimidine de 9 (milieu 
synthétique) & 40 (milieu synthétique + pyrimidine), consi- 
dére actuellement (1938) que la pyrimidine est « un facteur de 
croissance véritable et indispensable » pour cette levure qui 
« exige la pyrimidine ». 

La pyrimidine agit comme stimulant pour Torula rosea et 
Torula sanguinea et pour de nombreux Champignons : Phyto- 
phtora fagopyri, Schizophyllum commune, Sclerotium del- 
phinii, S. rolfti, Sphaerulum trifolii, Pythium butleri, P. poly- 
cladon (W. J. Robbins, 1938). 
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Influence de diverses substitutions sur Vactivité du thrazol 


SUBSTITUTIONS EN Position 2. — La substitution 4 lhydrogéne 
en position 2 d’un groupement amine ou hydroxyle entraine 
inactivation de la molécule pour le staphylocoque et les 
Flagellés Polytoma caudatum, Polytoma ocellatum, Polyto- 
mella cecca et Chilomonas paramecium. Ces quatre Flagellés 
se sont toujours comportés de la méme facon , au cours de 
cet exposé, nous les désignerons sous le nom de Flagellés 
leucophytes (2). 


Tasyeau Xl. — Influence de diverses substitutions en position 2 
sur l’activité de quelques thiazols. 


EN POSITION 2 EN POSITION 5 PHYCOMY CES (3) 


STAPHYLOCOQUE (41) 
LEUCOPHYTES (2) 


Hydrogéne: —H. . .13-hydroxyéthyle. 
Méthyle: — CH, . . .|%-hydroxyéthyle. 
Hydroxyle :— Off . Acétoxyéthyle. 
Amine:—NH,. . . .|6-hydroxyéthyle. 


me WMS, RK). 


0 (RK). 


ooot 
est 


(1) B. C. J. G. Knight, 
(2) A. Lwoff et H. Dusi. 
(3) S, Schopfer; HMS, H. M. Sinclair; RK, Robbins et Kavanagh. 


La substitution d’un groupement méthyl entraine l’inacti- 
vation pour le staphylocoque alors que l’activité est quantita- 
tivement conservée pour les Flagellés leucophytes (i’échan- 
tillon étudié — deux séries d’expériences — a été le méme 
pour la bactérie et les Flagellés). La soudure 4 la pyrimidine 
du 2:4-dimithyl-53-g-hydroxyéthyl éthyl thiazol ne confére a 
celui-ci pas d’activité vis-A-vis du staphylocoque (Knight et 
Mac I}wain). . 

La réduction de la co-carboxylase, au cours de son fonc- 
tionnement, ayant lieu en position 2 (Lipmann), il faut 


(2) Pour la définition des Flagellés leucophytes, voir A. Lworr, Arch. 
f. Protistenk., 90, 1938, p. 194. 
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admettre que les Flagellés sont capables de déméthyler le 
thiazol, ce dont le staphylocoque serait incapable. 

SUBSTITUTION EN position 3. — Le 3-méthyliodure du 4- 
méthyl-5-8-hydrométhy] thiazol est inactif pour le staphyloco- 
que (Knight et Mac Ilwain). 


SUBSTITUTIONS EN Position 5. — La suppression du groupe- 
ment hydroxyéthyl, sa substitution par des groupements 
méthyl, éthyl, hydroxyéthyl, carbéthoxyéthyl, acétamide 
entraine l’inactivation du thiazol. La substitution par un grou- 
pement aminoéthy] entraine la suppression de l’activité pour le 
Staphylocoque, une réduction de l’activité pour les Flagellés. 

La substitution d’un groupement acétoxyéthyl entraine une 
légére diminution de l’activité pour le Staphylocoque et les 
Flagellés. 


TasLeau XII. — Influence de diverses substitutions en position 5 
sur Vactivité du 4-méthyl-5-3-hydroxyéthylthiazol. 


EN POSITION 5 PHYCOMYCcES (3) 


Hydrogeéne : 
Méthyle : — CH, 
Ethyle : — CH,CH, 
y-hydroxyéthyle : — CHOHCH, 
p-hydroxyéthyle : —CH,CH,OH . ; 
$-aminoéthyle (picrate) — CH,CH,NH, (picrate) . ~ 
8-chloroéthyle (picrate) : — CH,CH,Cl (picrate) . . 
g-éthoxyéthyle (picrate) : — CH,CH,OC,H, (picrate). 
p-carbéthoxyéthyle : — CH,CH,O.COO.C,H,; . . . 
: — CH,CH,O.CO.CH, 
: CH,.CHOH. CH, 
: — CH,.CH,.CH,.OH 
:—CH,CH.NH,COOH.... 
Vinyle — CH ; 
| Acétamide — 


stoocoso | STAPHYLOCOQUE (1) 


++ooso | LEUCOPHYTES (2) 


th44 


2) A. Lwoff et H. Dusi. ; : 
3) S, Schopfer; HMS, H. M. Sinclair; RK, Robbins et Kavanagh. , 
(4) Résultats valables aussi pour Mucor ramannianus (Miller et Schopfer). 


i B.C. J. G. Knight. 


| La substitution de groupements a-hydroxypropyl, #-hydroxy- 
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propyl et vinyl entraine une diminution considérable de l’acti- 
vité. 

Les mémes résultats ont été obtenus — pour le staphyloco- 
que (Knight et Mac Llwain et les flagellés (Lwoff et Dusi) — 
avec les deux premiers thiazols soudés a la pyrimidine. 


THIAZOL ACTIF SOUDE A UNE PYRIMIDINE INACTIVE. THIOCHROME. 
-- Nous verrons plus loin que le 4-méthyl-5-¢-hydroxy-éthy]- 
N-|6-méthyl-4-aminopyrimidyl]-(5))-méthyl] thiazol, qui ne peut 
servir de source de pyrimidine pour les leucophytes, est cepen- 
dant utilisable comme source de thiazol par Polytomella ot 
Chilomonas, qui possédent donc le pouvoir de séparer un thia- 
zol actif d’une pyrimidine inactive. 

Knigt et Mac Ilwain ont également constaté que le staphy- 
locoque était capable d’utiliser — comme source de thiazol — 
le « chloroaneurine », aneurine dont la pyrimidine est une 
2-chloro-6-méthylpyrimidine. 

Cependant la soudure d’un thiazol actif & des corps autres 
que la pyrimidine peut entrainer l’inactivation de la molécule : 
le 3-benzyl-4-méthyle-5-$-hydroxyéthylthiazol et le 3-[4’ (5’)- 
méthylimidazol|-4-méthyl-5-3-hydroxyéthylthiazol sont inactifs 
pour Staphylococcus (Knight et Mac Ilwain). L’activité cons- 
tatée par Schopfer pour Phycomyces pourrait tenir 4 une trace 
de thiazol libre. 


Tuiocnrome. — Le mode de groupement n’est cependant pas 
indifférent. Le thiochrome ne peut servir de source de thiazol 
pour le staphylocoque, Polytoma caudatum et Polytoma ceca. 
Pour Polytoma ocellatum il est deux cents fois moins actif, 
pour Chilomonas dix mille fois moins actif que le thiazol ‘le 
Vaneurine. 


AUTRES SUBSTITUTIONS. — De nombreux autres thiazols dont 
la constitution s’écarte notablement de celle du thiazol de 
Vaneurine ont été étudiés par Robbins et Kavanagh. Aucun 
d’eux n’est actif pour Phycomyces. 


LES FACTEURS DE CROISSANCE POUR LES MICROORGANISMES — 599 


Influence de diverses substitutions 
sur Vactivité de la pyrimidine. 


Dans les tableaux qui résument les résultats, nous indiquons 
ceux-ci par les signes + ou 0. Certaines substitutions entrai- 
nent une diminution quantitative de l’activité. La dilution 
limite active est moins élevée, mais ces corps peu actifs, em- 
ployés 4 concentration suffisante, permettent un développe- 
ment aussi abondant que la pyrimidine de laneurine. Un corps 
provoquant un développement trés faible ou faible doit étre 
considéré soit comme un corps inactif, soit comme un corps 
actif, employé a trop faible concentration. 


INFLUENCE DE SUBSTITUTIONS EN position 3. — Le groupement 
aminométhyl en position 5 peut étre remplacé par un groupe- 
ment hydroxyméthy]l (activité quantitativement conservée), ou 
par un groupement thioformyl-aminométhy] (activité légére- 
ment diminuée), ou par des groupements bromométhyl ou 
éthoxyméthyl. 


Tasteau XIII. — Influence des substitutions en position 5 
sur Vactivité de la 2-méthyl-4-amino-5-aminométhylpyrimidine 
(ou son chlorhydrate). 


EN POSITION 5 PHYCOMYCES (3) 


STAPHYLOCOQUE (1) 
LEUCOPHYTES (2) 


————— Ean EEE 


Aminométhyle. . . + (S, HMS, RK). 


Hydroxyméthyle . 


-- 
++ 


Bromométhyle. . . . ; ‘ i + (RK). 
Siimopaninsilawaie, Se 8 Goo 2 an ARK). 
Thioformylaminométhyle .. . + (S, + HMS, RK). 


Méthyle. . . se (S)p 
Acétamide. 


Hydrogéne. . . xs Dope i BR 0 (RK). 


(1) B.C. J. G. Knight. 
(2) A. Lwoff et H. Dusi. 


(3) S, Schopfer ; HMS, H. M. Sinclair ; RK, Robbins et Kavanagh. re ‘ 
Dans tous les tableaux, les résultats de Schopfer sont schématisés de la manicre sul- 


vante : développement nul, 0; trés faible, =E; faible, +-; bon développement, +. 
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La substitution d’un groupement méthyl, acétamide, ou ja 
suppression du groupement aminométhy] entraine I|’inactiva- 
tion de la molécule. 


’ 


TRANSFERT DU GROUPEMENT METHYL EN position 6. — Le trans- 
fert du groupement —CH, de la pyrimidine de la position 2 +t 
la position 6 entraine l’inactivation de la molécule pour le 
staphylocoque (Knight) et pour les Flagellés leucophytes 
(A. Lwoff et H. Dusi). Ce résultat a été obtenu, non par l'étude 
de la pyrimidine libre, mais par celle de la pyrimidine com- 
binée au thiazol : lisovitamine B, de Andersag et Westphal : 
4-méthyl-5-¢-hydroxyéthyl-N-[(6-méthyl-4-aminopyrimidy1-(3))- 
méthyl] thiazol. 


SUBSTITUTIONS EN posiTION 4. — La substitution du groupe- 
ment amine en position 4 par un radical hydroxyle ou métho- 
xyle entraine linactivation de la molécule. : 


Tapreau XIV, — Influence de substitutions en position 4 
sur Vactivité des pyrimidines actives. 


FLAGELLES 


EN POSITION 4 STAPHYLOCOQUE (1)!" | wucopayrEs ee eee eee ee (3) 
AUINIIIG weeetes fe eieeial ss ©: + (a). + (a). + (S, HMS, RK). 
Meéthoxylenn a... 0 (a). 0 (a). | 
Miydroxyie se (a, 0). 0 (a, 6). 0 [HMS] (c). 


(1) Knight. 

(2) A. Lwoff et Dusi. 

(3) S, Schopfer : HMS, Sinclair ;: RK, Robbins et Kavanagh. 

a, Substitution en position 4 sur la 2-méthyl-4-amino-5-aminométhylpyrimidine ; 6, substi 
tution en position 4 sur la 2-méthyl-4-amino-5-hydroxyméthylpyrimidine; ¢, substitution en 
position 4 sur la 2-méthyl-4-amino-5-thioformylaminométhylpyrimidine. 


Pyrimidine active soudée & un thiazol inactif. Thiochrome. 


Nous avons vu que le 4-méthyl thiazol est inactif. Une pyri- 
midine active, soudée a ce thiazol, est cependant parfaitement 
utilisable par le staphylocoque et les Flagellés leucophytes : 
le 4-méthyl-N-[(2-méthyl-4-aminopyrimidyl-(3))-méthyl] thiazol 
peut servir de source de pyrimidine. Les Flagellés et le sta- 


phylocoque sont donc capables de séparer une pyrimidine 
active d’un thiazol inactif. 
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Le mode de groupement n’est cependant pas indifférent. Le 
thiochrome ne peut étre utilisé par Staphylococcus aureus que 
comme source de pyrimidine. Pour Polytomella et Chilo- 
monas, le thiochrome, considéré comme source de pyrimidine, 
est beaucoup moins actif (1.000 & 10.000 fois) que la pyrimi- 


dine de l’aneurine. 
Autres pyrimidines. 


De nombreuses pyrimidines, notablement différentes de ta 


TaBLeEAu XV. — Pyrimidines inactives. 


2 


(2) 


PYRIMIDINES 


STAPHYLOCOQUE (4) 
PHYCOMYCES (3) 


LEUGOPHYTES 


2-méthyl-4-hydroxy-5-méthyl- 
2-méthyl-4-hydroxy-5-amino-6-méthyl- . . 
2-méth yl-4-hydroxy-6-amino- 
2-méthyl-4-mercapto- 

§ 2-hydroxy-4-amino- (cytosine) 
2-5-diméthyle-4-amino- 
2 , 6-diméthyle-4-hydroxy-5-amino- .... 
2-méthyle-4-hydroxy-5-hydroxyméthyle . . 
2-4-dihydroxy (uracile) 
2-4-dichloro-5-chlorométhyl-6-méthyl-. . . 
2-4-dihydroxy-5-hydroxyméthyl-6-méthyl- . 
2-6-dichloro-4-méthyl-5-chlorométhyl-. . . 
2-6-diméthyl-4-amino- : 
2:4: 6-triméthyl- (dihydrate) 
2-méthyl-mercapto-4-hydroxy-6-méthy|- 
2-phényl-4-acide carbonique-6-néthyl- . 
2-phényl-4 : 6-acide dicarbonique- .. . . 
5-hydroxyméthyl-6-méthyl-uracile 
2-thio-6-méthyluracile 


Sooo qoo7]c > 


Nous ne citons pas nombre d'autres composés étudi¢és par Robbins el Kavanagh dont 
la constitution s’éloigne encore plus de celle de la pyrimidine, et qui sont naturellement 
tous inactifs. 

(1) Knight. 

(2) A. Lwoff et H. Dusi. 

(3) S, Schopfer ; RK, Robbins et Kavanagh. 


pyrimidine de l’aneurine ont été étudiées, toutes avec des 
résultats négatils. 
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L’ ANEURINE (VITAMINE B,). 


Le role de la vitamine B, pour la croissance des microorga: 
nismes a été depuis longtemps affirmé par de nombreux 
auteurs : R. J. Williams pour les levures ; Reader pour 
Streptothrix corallinus ; Tatum, Wood et Peterson pour les 
Propionibacterium ; Burgell et Schopfer pour Phycomyces ; 
Knight pour Staphylococcus aureus. 

Mais la découverte de Knight que, pour le staphylocoque, 
Vaneurine peut étre remplacée par la pyrimidine et le thiazol 
est venu restreindre beaucoup la portée des résultats précités. 


TaBLEAU XVI. 


Cl 


( BeahaaaaG \ CH, 
H.C. /NH,. HCl \ Jel. CH,OH ne 9 eee 


Aneurine. Thiochrome. 


Un organisme ne se multiphiant pas en milieu synthétique 
et s’y développant en présence de vitamine B, n’a pas forcé- 
ment besoin d’aneurine. Celle-ci peut agir comme source de 
pyrimidine et de thiazol ou bien soit comme source de pyri- 
midine, soit comme source de thiazol. Mais il se peut aussi 
que l’organisme en question ait effectivement besoin d’aneu- 
rine. Tel est le cas du Cilié Glaucoma piriformis qui ne se 
multiplie pas si on lui fournit de la pyrimidine et du thiazol, 
mais a besoin de la molécule entiére d’aneurine (A. et 
M. Lwolf, 1937). A ce premier exemple en faisait rapidement 
suite un second : le Trypanosomide Sirigomonas oncopelli 
(M. Lwoff, 1937). Il apparut ensuite que ce besoin de vita- 
mine B, se rencontrait chez certains champignons : Phyto- 
phtora cinnamomi, Ph. Boehmeric, Ph. cactorwn, Ph. cambi- 
vora, Ph. citrophthora, Ph. cryptogea, Ph. Dreschleri, Ph. pal- 
mivora, Ph. parasitica et Ph. capsici (W. J. Robbins, 1938), 
Ustilago scabiose (Schopfer et Blumer, 1938) ect aussi chez 


d’autres Trypanosomides. Sirigomonas fasciculata et Str. culi- 
cidarum (M. Lwoff, 1938). 
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TasBLEAu XVII. — Influence 
de diverses substitutions sur l’activité de Vaneurine 


Glaucoma (1) 
et 
Slrigomonas (2 


4-méthyl-5-8-hydroxyéthyl-N-((2-méthyl-4-aminopyrimid yl [5])- 


methyliithiazolk(aneurine pases tis | sess 1 eo + 
4-méthyl-5-3-hydroxypropyl-N-[(2-méthyl-4-aminopyrimidy| (5])- 

Eve iylisiniezolavse Pan Wea A A Roun tee ke te cae 
4-méthyl-5-y-hydroxypropy!-N-[(2-méthyl-4-aminopyrimidyl [5])- 

TONER OAL UUEY AO), & femme gece, Sic he, saath een Aen mn eee + 
4-méthyl-N-[(2-méthyl-4-aminopyrimidyl [5])-méthyl] thiazol. . 0 
4-méthyl-5-3-hydroxyéthyl-N-(/6-méthyl-4-aminopyrimidyl [5})- 

méthiyli/ithiazoli(isovitamine Bye 292.25 .5 5... 5. . 0 
Nia OC ONIN G ae omr ewe Rava ee cee’ oP Se da des 1 eo Sy ces 0 


(1) A. et M. Lwoft. 
(2) M. Lwoff. L’aneuriae est beaucoup plus active que les dérivés 4- et y-hydroxypropyle 
correspondants. 


Nous tenons a insister sur le fait qu’un organisme ne peut 
étre considéré comme ayant besoin d’aneurine que s’il se 
développe seulement en présence d’aneurine et non en pré- 
sence de pyrimidine et de thiazol. 


SPECIFICITE DE L’ANEURINE. — La question de l’influence de 
diverses substitutions sur la spécificité de l’aneurine semble 
navoir été étudiée jusqu’ici que chez les Protozoaires. Le 
tableau ci-contre montre l’influence des diverses substitutions. 


LACTOFLAVINE (VITAMINE B,). 


Le lait privé de vitamine B, par traitement au charbon, est 
impropre au développement de nombreuses bactéries lesquelles 
se multiplient si le milieu est additionné de lactoflavine 
(S. Orla-Jensen, N. C. Notte et A. Snog-Kjaer, 1936). Les bac- 
téries pour lesquelles le besoin de lactoflavine a été démontré 
sont les suivantes : 

Thermobacterium lactis, Thermobacterium  helveticum, 
Betabacterium brevis, Bacterium bifidum, Propionibacterrum 
technicum, Streptobacterium casei, Streptobacterium plan- 
tarum, Streptococcus cremoris, Streptococcus mastilidis, 
Streptococcus glycerinaceus, Streptococcus frrcium, Strepto- 
coccus liquefaciens, Streptococcus thermophilus. 
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Tapneau XYIIT. 
ciH,O11 
HO.C ii 
HO.C HU 
HO.c.H 


H,c.C ye Y, NU 
We NZ NT 
CG N C 
0 


Lactofiavino. 


L’actpE 1-ASCORBIQUE (VITAMINE C). 


Comme beaucoup de Bactéries, le Flagellé Trypanosomide 
Schizotrypanum cruzi n’avait été cultivé jusqu’ici que dans 
des milieux renfermant une quantité importante de sang. 

Le sang qu’il faut ajouter aux milieux peptonés, pour 
obtenir le développement de S. cruzi agit par l’apport d’au 
moins trois facteurs de croissance. 


1° Un ou plusieurs facteurs de croissance, présents dans le 
sérum (M. Lwoff) ; 


2° L’hématine (M. Lwoff) ; 
3° L’acide l-ascorbique (M. Lwoff, 19388). 


TABLEAU XTX, 


OH OH HOC—CoH 
a 


C CH fu =='() 
O 


n I 


Acide l-ascorbique. 


En l’absence d’acide ascorbique, le trypanosome ne se déve- 
loppe pas du tout. Ceci est également vrai pour deux Leishma- 
nia : L. tropica et L dononani (plusieurs souches). 

L’acide ascorbique est également nécessaire pour deux 
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Flagellés Tétramitidés : Trichomonas jeclus et Eutrichomastix 
colubrorum (R. Cailleau, 1938). 

On ne posséde pas encore de données sur le degré de spéci- 
ficité de acide l-ascorbique, sur son action quantitative ni 
sur son réle physiologique en tant que facteur de croissance. 


L’ ACIDE PIMELIQUE. 


Parmi les substances exercant une action stimulante sur 
le développement du hacille diphtérique, J. Howard Mueller 
a réussi a identifier l’acide pimélique qui agit & des dilutions 
de 25x 410—° (optimum) & 5x 10—° (minimum). Cette action 
favorisante a été montrée dans un milieu a la caséine hydro- 
lysée et la question de la présence de traces d’acide pimélique 


TABLEAU XX. — Spécificité de l’acide pimélique 
pour le bacille diphtérique (résultats de J. Howard Mueller). 


NCUIEFOSAN GUC) ete os i COOU.COOH. 0 
Acidemmaloniques-—- 6 4. . €OOH.CH,.COOH. 0 
ACIGERSUCCINIGUC | se = 5 4 © COOH (CH,).,.COOH. 0 
Aciderslutarique..- ==. 9 - Le. GOOH-(GH,); COOH. 0 
AGidexadiplgue ss04 200 3 ot. COOH.(CH,),. COOH. 0 
AcidespUMel (Wer eee ea COOH (CH): COOK, + 
Acide subérique. . Ly eS + HCOOH ICN), COOH: 0 
Acide asélaiqgme .. 2... --. 1. COOH.(CH,),. COOH. 0 


dans ce milieu reste posée. Il est donc possible que l’acide 
pimélique puisse représenter un facteur de croissance pour 
certaines souches du bacille diphtérique. I] est intéressant de 
noter que de tous les acides dibasiques étudiés par J. Howard 
Mueller, seul, l’acide pimélique s’est montré actif (v. tableau 
ci-contre). 


LE CHOLESTEROL. 


On ne connait jusqu’ici qu’un seul facteur de croissance 
insoluble dans l’eau, le cholestérol, dont le réie a été pour 
la premiére fois mis en évidence par Relda Cailleau (4935-37). 
Le cholestérol est indispensable & trois Flagellés Tétramitidés : 
Trichomonas columbee, Tr. foetus, Eutrichomastix colu- 


brorum. 
Hi faut remarquer que ces Flagellés sont capables d’ingérer 
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TaBLEAU XX], 


nae Ox 
1 
~ vid 22 \ 
cn 20 CH, 
; 23 
CH, 
} yo 27 
{ vA 
CH, CH, CH CH, cHd 
ice 24 BN 
y/SUE NG MO! Ulli Se Ne 
: 7 N CH, 
HG 13 16 CH. 26 
{ 
j 70 IV 
| 
COCH acu 141. 15 | 
i \'9 ae 7 oul cH 
Kata oe Crees. © Bre 
“a WW SY 
HC 2 j10 S|CH 
| 
| int ‘ 
CH) 3 j 7| 
? DN 7olls 
a <4 we MB NN VA 
a Si 
HO CH, CH 


Cholestérol, 


des particules. Le cholestérol en solution alcoolique précipite 
en trés fines particules lorsqu’il est ajouté aux milieux 
peptonés et c'est le cholestérol sous forme figurée qui est 
absorbé et utilisé. 

Spécificité. — R. Cailleau a étudié Vactivité de 741 stérols 
que l’on trouvera énumérés dans le tableau ci-contre. Faute 
de pouvoir entrer dans le détail de ses conclusions, nous nous 
contenterons de citer les principales : 

a) La présence de la double liaison en position 3-6 n’est pas 
nécessaire et l’estérification de la fonction alcool en position 3 
(par l’acide acétique ou palmitique) ne supprime pas l’activité. 

b) La transformation de la fonction alcool (en position 8) 
en cétone, ou sa suppression inactive la molécule, ainsi que 
le remplacement du radical OH par un atome de chlore 

c) La présence d’une fonction alcool supplémentaire en posi- 
tion 4 ne nuit pas a l’activité. 

41) Par contre, la présence d’une fonction alcool ou cétone 
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en position 6, ou d’une fonction cétone en position 7 inactive 
la molécule. 


TasLeau XXII. — Influence de diverses substitutions sur l’activité 
de quelques stérols considérés comme facteurs de croissance 
pour le flagellé 7richomonas columbe (daprés R. Cailleau : 67-71 résultats 
inédifs). 


A CHOLESLETO lite cure terdemls tetieint eich ae wnat o  Gaee scale ss +4 
DM CIOVES CANO Lid ars, eoeeton ate ate Meee es! (edntewes st Fate coo 
Seer PU-CUOLES LAN Olinmes a) satcwte fen forte te Fe oe syne ala eps 0 
Ve VOLOGKOLEStCLOMNs nrmemrer iets Mant cent -tae a eee oe tet 
'D-, AOC YS ROIS MOLES Sod Glas a. apteb S oebOeint so cl aaenuece Smee peAinoear =e 0 
Gi DO/MECO ORONO WON 3. ene ce ai sol ort So peo, Cua ceca 0 
aA LLOCHOLESTEROlM se suromeerct st & io eet es oe eee ++ 
Layee NOE SRO So oo Gu wr op on og oe & oe Ome 0 
Om Acétate descholestérolison im < det. « Ie dees ee can se ao 
AO Palmitatesdercholestérols oc cies ek ene) fe. ours ++ 
AM PeeAE EZ OStCT Ol Mme pam IMYM.” ) Weeeeter rae era ah Sere eo ve. cele + 
UEY INCSHNKS (CHAO SHON Gg omte og. 6 oo oo Ono Oee=oen 5 Olold 0 
1B) Caan ihe Gas 5 6 6 6 a6 6 60 mmo ou ¢ + 
ee Ncétaterd.a-dihydroersosterol. 93 4. 5 2 46 1 6 4 2 os 0 
3, PELCMEN OIRO RTOS RO aed Geo 5G amo o6o yo Uumoas ++ 
WG CEOIRENSHSIIO) ae en aos eo Ono Ate Oebtn. i ene Cee t+ 
HE SUSEMISEROlS Go. 6 oo ec 6 6 po a fe Doe Dp dio Hoe 0 
USerAcetaterdeysucmiasterOlies cystic is (oie ie ett ea) ce 0 
JO MeStiommasian Olgem meee Secetoat meen a che sos 0 
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++, culture abondante en trois 4 quatre jours; +, culture repiquable en sept a huit jours: 
0, pas de culture en série. 


e) L’épimérisation de l’oxhydrile en position 3 ou_posi- 
tion 4, ou de l’hydrogéne en position 5, inactive la molécule. 

f) Les corps présentant plusieurs « défauts » dans leur 
molécule sont a fortiorz inactifs. 

g) La présence d’une deuxiéme double liaison en 7-8 ou 
en 4-5, n’est pas fatale, non plus que la présence d’une double 
haison en 8-14. 

h) La présence d’une double liaison dans la chatne latérale 
ne supprime pas l’activité, de méme que les modifications 
de la chaine latérale ne portant que sur la nature et l’empla- 
cement des ramifications. 

2) Par contre, la dégradation de la chaine latérale, abou- 
tissant aux acides biliaires, ou sa suppression, aboutissant 
aux hormones sexuelles, inactive complétement le stérol. 
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j) L’étude de plusieurs dérivés de lergostérol a montré que 
la double liaison en 22-23, diminue l’activité du stérol, et 
que Jl’estérification d’une molécule contenant cette double 
liaison suffisait pour supprimer son action. L’estérification 
d’un stérol sans double liaison dans la chaine latérale, ne 
supprime pas son activité. 

On ignore actuellement le réle physiologique du cholestérol, 
mais il importe de noter que certains microorganismes, 
certaines bactéries en sont totalement dépourvus (Goris, R. J. 
Anderson, etc.). 


ROLE PHYSIOLOGIQUE DES FACTEURS DE CROISSANCE. 


Pour mettre en évidence le réle physiologique des facteurs 
de croissance, il est nécessaire d’obtenir des organismes 
carencés. Or, les microorganismes ayant besoin de facteurs, 
par définition, ne se multiplient pas en leur absence. Les 
facteurs de croissance sont donc toujours présents lorsqu’il 
y a multiplication. 

Mais au voisinage des dilutions actives limites, l’activité 
des facteurs de croissance est quantitative. Dans un milieu 
convenablement choisi, c’est la concentration du facteur de 
croissance qui limite le développement. L’addition d’une nou- 
velle quantité de ce facteur, au moment ot la croissance 
s’arréte détermine un nouveau départ de la multiplication. 
Cette action quantitative aux doses limites a été établie pour 
de nombreux facteurs : hématine (M. Lwolf, 1933; A. Lwolff, 
4933-34), aneurine (A. et M. Lwoff, 1937), phospho-pyridino- 
nucléotides (A. et M. Lwoff, 1936-37), uracile (Richardson, 
1936), pyrimidine et thiazol (Schopfer, 1935 ; Knight, 1937 ; 
A. Lwoff et H. Dusi, 1937). 

Il semble y avoir 1&4 une propriété trés générale qui est 
utilisée pour la détermination quantitative des substances 
fonctionnant comme facteurs de croissance par les micro- 
organismes. 

Cette propriété permet de calculer, connaissant la concen- 
tration d’un facteur et le nombre d’organismes qui se sont 
développés & la faveur de cette concentration, le nombre de 
molécules nécessaires & chaque organisme. On constate ainsi, 
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par exemple, que le Flagellé Strigomonas fasciculata a besoin 
de 700.000 molécules d’hématine environ pour se multiplier. 
L’action des facteurs de croissance & des dilutions considé- 
rables, action qui peut étonner, apparait comme parlaitement 
normale si l’on exprime les résultats en molécules par 
organisme. 

Revenons aux organismes carencés. Nous sommes donc 
en possession de microorganismes dont la croissance est 
arrétée faute d’un facteur de croissance. L’expérience montre 
que ces microbes sont physiologiquement différents des 
microbes normaux cultivés en présence d’un excés de facteur 
de croissance. L’expérience montre aussi que l’addition du 
facteur considéré rétablit quantitativement la fonction défi- 
ciente chez les organismes carencés, alors qu’elle est sans 
effet sur les organismes normaux. Cette constatation a été faite 
jusqu’ici pour Vhématine (Flagellés A. Lwoff, 1933-34 ; 
Bactéries A. et M. Lwoff, 1937), pour les phospho-pyridino- 
nucléotides (A. et M. Lwoff, 1936-37), pour la pyrimidine et 
le thiazol (Hills, 1938). 

Hématine. — Les microorganismes dont la multiplication 
est arrétée faute d’hématine (Strigomonas fasciculata, A. 
Lwoff), Hemophilus wmfluenze, A. et M. Lwoff) respirent 
environ trois fois moins que les organismes normaux. L’addi- 
tion d’hématine rétablit la consommation d’oxygéne a son 
niveau normal. 

Pour Strigomonas fasciculata, seul étudié a ce point de vue, 
il y a parallélisme étroit entre l’action des corps agissant sur 
la multiplication et celle des corps agissant sur la respiration. 

Les substances agissant sur la respiration permettent Ja 
multiplication. Les substances inactives sur celle-ci le sont 
également sur celles-la (voir tableau, page 10). 

Si nous considérons dans les cellules aérobies les catalyseurs 
ou les transporteurs dont le groupement prosthétique est 
constitué par Vhématine ou un dérivé de lhématine, nous 
trouvons : les cytochromes et peut-étre la cytochromoxydase, 
la peroxydase et la catalase. On comprend facilement qu’un 
organisme aérobie, incapable de réaliser la synthése de 
Vhématine, et dépourvu de cytochrome, de catalase et de 
peroxydase, soit incapable de se multiplier. 
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Hl faut noter que le cytochrome C, qui ne peut remplacer 
l"hématine, augmente cependant son action (A. Lwoff, 1936), 
probablement parce qu’en présence de cytochrome C, la réac- 
tion hématine-hémine C (irréversible) est partiellement 
bloquée. 


PHOSPHO-PYRIDINO-NUCLKOTIDES. — Hémophilus parainfluenzw, 
carencé en facteur V, présente une respiration et une 
glycolyse aérobie et anaérobie trés réduites et une quasi 
incapacité & réduire le bleu de méthyléne en présence d’un 
substrat dont la déhydrogénation nécessite des codéhydrogé- 
nases : acide pyruvique, acide fumarique, etc. (A. et M. Lwoff). 
Il faut remarquer que les deux phospho-pyridino-nucléotides, 
di- et triphosphate, interviennent dans la déhydrogénation de 
substrats différents. La carence totale en codéhydrogénases 
ne peut étre obtenue que dans un milieu de culture renfer- 
mant les deux catégories de substrats. Par exemple, en eau 
peptonée seule, on obtient des bactéries carencées en cozymase 
mais possédant une teneur normale en coenzyme de Warburg. 
En eau peptonée glucosée au contraire, on obtient des bactéries 
dépourvues des deux codéhydrogénases. Cette propriété a per- 
mis d’étudier les relations des deux facteurs V, leur intertrans- 
formation et leur réle dans la déhydrogénation de divers 
substrats. 


PYRIMIDINE ET THIAZOL (ANEURINE). — Staphylococcus aureus, 
carencé en aneurine, en présence de pyruvate comme substrat, 
respire trés peu. La respiration est augmentée 3 4 6 fois par 
Vaneurine (G. M. Hills, 1938). En anaérobiose, l’aneurine aug- 
mente considérablement Ja production de COs. 

L’acide lactique produit une augmentation importante de la 
consommation d’oxygéne, l’acide acétique est sans action. 
Hills considére que, chez les staphylocoques carencés en 
aneurine, c'est la réaction 

2 CH,CO.COOH + H,0 = CH,CHOH + CH,COOH + CO, 


qui est bloquée. 
La pyrimidine et le thiazol exercent le méme effet que 
Vaneurine, l’action étant cependant légérement retardée. 


REMARQUES GENERALES. — Si nous considérons dans leur 
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ensemble les facteurs de croissance dont le réle physiologique 
a été étudié ou ceux qui correspondent a des substances dont 
la fonction est connue, nous voyons que les facteurs consti- 
tuent les groupements prosthétiques ou les substances meres 
des groupements prosthétiques des transporteurs ou des 
enzymes cellulaires. 


CE QUE REPRESENTE LE BESOIN DE FACTEURS DE CROISSANCE. 


Il semble bien que la premiére conception exacte du besoin 
d’un facteur de croissance soit due & Twort et Ingram (1913) : 

« Considérant les liens apparemment étroits de parenté exis- 
tant entre le bacille de Koch et le bacille de Johne et le fait 
que ces bactéries vivent chez les bovidés nous considérames 
comme probable qu’elles avaient besoin de la méme substance 
pour construire leur protoplasme. Certaines de ces substances 
pouvant étre élaborées a partir de milieux artificiels par Je 
bacille de la tuberculose, mais non par le bacille de Johne, 
en d’autres termes, que celui-ci ayant vécu une existence 
pathogéne a perdu le pouvoir que possédait celui-la... ». 

La nature du facteur de croissance pour le bacille de Johne 
est encore inconnue. Peut-étre est-il un facteur de départ. Mais 
quoi qu’il en soit, le raisonnement de Twort et Ingram peut 
étre actuellement considéré comme s’appliquant a tous les 
facteurs de croissance. 

Or, en étudiant comparativement |’évolution morphologique 
et le pouvoir de synthése des microorganismes, nous avons 
été amené 4 mettre en évidence une véritable évolution phy- 
siologique que nous avons caractérisée comme une dégrada- 
tion c’est-a-dire « un passage d’une potentialité donnée de 
synthése 4 une potentialité moindre » (14932, page 136). Cette 
évolution physiologique nous était en effet apparue comme 
une « perte successive de fonctions » (p. 140). Depuis, nous 
avons a plusieurs reprises fourni de nouveaux documents qui 
venaient étayer cette conception, cependant que, indépendam- 
ment P. Fildes et Knight, étudiant le pouvoir de synthése 
des bactéries, aboutissaient & la méme conclusion. La concep- 
tion que le besoin d’un facteur de croissance est di a la perte 
du pouvoir d’en réaliser la synthése a été généralisée par 
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Knight et par nous-méme d’aprés l’étude de facteurs de 
croissance de constitution chimique établie. Elle est actuelle- 
ment appliquée 4 de nombreux facteurs : groupement —SH 
pour les Saprolégniacées (Volkonsky), hématine pour les 
Trypanosomides (A. Lwoff), pyrimidine, thiazol et aneurine 
pour les Champignons (Schopfer, 1935-38), phospho-pyridino- 
nucléotides pour les Hemophilus (A. et M. Lwoff, 1937). 

Lorsque l'étude comparative d’organismes morphologique- 
ment primitifs ou évolués ou d’organismes libres et parasites 
appartenant 4 un méme groupe révéle des dilférences du pou- 
voir de synthése, c’est l’organisme évolué ou parasite qui 
posséde le pouvoir de synthése le plus bas. La conception 
d’aprés laquelle les modifications physiologiques que subissent 
les microorganismes au cours de l’évolution ou de « l’adapta- 
tion » au parasitisme, sont des pertes de fonction entrainant 
une diminution du pouvoir de synthése, est actuellement soli- 
dement étayée par les recherches sur les facteurs de croissance, 
qui apparaissent comme des constituants fondamentaux de la 
substance vivante. 

On ne connait pas d’organismes dépourvus de phospho- 
pyridino-nucléotides, d’aneurine, de groupements -SH, etc. 
Et en fait, bien avant que fit connue la nature des facteurs 
de croissance, on a su que les microorganismes qui n’en 
avaient pas besoin en réalisaient la synthése. A l’origine de 
cette importante constatation, se trouve le travail de Grass- 
berger (1898) qui a découvert l’influence favorisante exercée 
par les staphylocoques sur le bacille de Pfeiffer. Le groupe 
des Hemophilus a été particuliérement étudié du point de vue 
de la synthése des facteurs de croissance, et Fildes a montré 
que toutes les bactéries se multiplient en l’absence des 
facteurs V ou X réalisent la synthése de ces deux facteurs, 
constatation qui prend, aujourd’hui que nous connaissons la 
nature et le rédle physiologique de ces deux facteurs, toute sa 
signification. 

L’interprétation du phénoméne de la symbiose découle tout 
naturellement des lignes qui précédent. Nous en donnerons un 
exemple : 

Hemophilus canis a besoin du facteur X ; il réalise Ja syn: 
thése du facteur V. 
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Hemophilus parainjluenze a besoin du facteur V ; il réalise 
la synthése du facteur X. 

Ensemencées séparément en eau peptonée, ces deux bac- 
téries ne se multiplient pas. Ensemencées simultanément, elles 
se développent et la culture mixte peut étre entretenue au 
cours de repiquages successifs ainsi que l’a constaté Rivers. 


Tasteau XXIII. — Symbiose. 


PYRIMIDINE THIAZOL ANEURINE (1) 


ORGANISMES | 


Synthése 


Synthese 
Synthese 


Leucophytes : 


Polytoma obtusum 

Polytoma uvella. . . 
Polyioma ocellatum 
Polytomella ceca 

Chilomonas paramecium. . . 


cottt 
t4++++ 


Protozoaires s. Ss. : 


Acanthameba castellaniz 
Glaucoma piriformis 
Strigomonas oncopetti 
Strigomonas culicidarum 
Strigomoras fasciculata . . 


ooocot 


(1) Glaucoma piriformis a été utilisé comme test pour la synthése de l’aneurine. Dans 
un milieu dépourvu d’aneurine, le cilié ne se développe pas; il se multiplie par contre si 
on lui fournit de l’aneurine ou si l'on ajoute au milieu certains micro-organismes qui 
synthétisent l’aneurine 4 partir de la pyrimidine et du thiazol endo- ou exogénes. 

On ignore si les organismes ayant besoin d’aneurine réalisent la synthése de ses 
constituants. On peut, en effet, concevoir théoriquement un microbe capable de syrthé- 
tiser le thiazol el incapable de le souder a la pyrimidine. Mais lorsque l'on considére 
lensemble des séries évolutives, on a l’impression que c’est la possibilité de construire 
la pyrimidine et le thiazol qui disparait d’abord. La perte du pouvoir de souder la pyri- 
midine au thiazol parait secondaire a4 la perte du pouvoir d’en réaliser la synthése. 


Il y a la une symbiose véritable, chacune des bactéries tirant 
profit de son association avec l’autre. Mais cette harmonie 
apparente est en réalité l’expression d’un quadruple déséqui- 
libre : chacune des deux bactéries a perdu le pouvoir de 
réaliser la synthése de l’un des deux facteurs en jeu et réalise 
la synthése de l'autre en quantité trés supérieure A ses propres 
besoins. Nous ne pouvons entrer ici dans le détail de toutes 
les expériences sur la symbiose ou sur la synthése de facteurs 
de croissance par les organismes qui n’en ont pas besoin. On 
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a) 


en trouvera de nombreux cas relatés dans les mises au point 
de Peskett et de Knight. Nous nous contenterons de donner 
ici (voir tableau ci-contre) un exemple récent, ayant trait A 
l’aneurine, a la pyrimidine et au thiazol. 

Nous avons dit que les facteurs de croissance devaient étre 
considérés comme des constituants fondamentaux de la sub- 
stance vivante. On connait cependant deux exceptions 
1° quelques bactéries sont dépourvues de cholestérol qui 
constitue un facteur de croissance pour les Trichomonas ; 2° les 
bactéries anaérobies peuvent se passer d’hématine. 

Le cas du cholestérol dont le réle physiologique est inconnu 
reste énigmatique. Mais le cas de I’hématine s’explique faci- 
lement puisque celle-ci ou ses dérivés n’interviennent que dans 
le métabolisme aérobie. 
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FACTEURS DE CROISSANCE ET TOXINOGENESE (!) 


par Paut BORDET. 


Comme son titre l’indique, ce rapport ne se limitera pas 
i l’exposé des données, encore peu nombreuses et assez impré- 
cises a l’heure actuelle, relatives aux facteurs exercant sur la 
toxinogénése une influence directe et indépendante de la crois- 
sance microbienne; nous y étudierons surtout les facteurs favo- 
risant la croissance de bactéries toxigénes et assurant ainsi, 
de facon indirecte, une production plus abondante de toxine. 

C’est surtout dans le courant de ces derniéres années que 
s'est développée cette étude, en pleine évolution a lheure 
actuelle, et ce développement se fit sous une double impulsion. 
La découverte par Ramon de l’anatoxine diphtérique, dont le 
pouvoir immunisant est fonction du titre antigénique, incita 
4 améliorer les milieux de culture habituellement employés 
pour la préparation des toxines. D’autre part, les recherches 
récentes concernant la nature et le rdéle de divers facteurs de 
croissance des microorganismes, et qui font l’objet du rapport 
de M. Lwoff, dont la contribution personnelle 4 cette étude 
est des plus importantes, se sont étendues aux bactéries toxi- 
génes et ont permis récemment l’obtention, en milieux simples, 
de toxines trés actives. 

Mais, & vrai dire, il importe de souligner que, depuis long- 
temps déja, on a sollicité empiriquement le concours des fac- 
teurs de croissance pour stimuler |’élaboration des toxines. 
C’est ainsi que la Jevure, dont l’action favorable sur la pro- 
duction de la toxine diphtérique est, comme nous l’avons 
montré récemment, une conséquence de l’influence qu’elle 
exerce sur [utilisation des glucides par la culture, a été 
employée depuis longtemps par divers auteurs. Spronck obtint, 
en eau de levure additionnée de peptone, une toxine diph- 
térique tuant le cobaye au 1/200 de centimétre cube et qui, 
pour l’époque, était trés active. La levure entre également 


(1) Rapport présenté le 27 octobre 1938 au I Congrés des Microbio- 
logistes de Langue francaise. 
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dans la composition du milieu recommandé par Pope et 
Llewellyn Smith [4] pour la préparation de cette toxine. Mais 
ces auteurs se sont mépris sur le mode d’action de la levure 
dont le réle utile consisterait, selon eux, a éliminer le glucose 
introduit par la viande dans le bouillon. Or, comme nous le 
prouverons plus loin, c’est en réalité, en favorisant l’utilisa- 
tion des glucides par le bacille diphtérique que la levure agit 
dans ce cas. A ce propos, nous rappellerons que depuis les 
travaux primordiaux de Martin, la crainte de l’action nuisible 
exercée par l’acidité sur la toxinogénése a présidé & la con- 
fection des milieux servant 4 la production de la toxine diph- 
térique. Elle est & Vorigine, notamment, de l’emploi, aban- 
donné depuis quelques années, de macération de viande sou- 
mise a la fermentation, en vue d’en éliminer le glucose pro- 
ducteur d’acides. La nécessité d’éliminer les sucres du milieu 
de culture n’a, toutefois, jamais été universellement admise. 
Si certains auteurs, comme Spronck, en étaient pénétrés, 
d’autres comme Hitchens ont, par contre, préconisé depuis 
longtemps l’addition de sucres au milieu de culture. Le milieu 
recommandé par cet auteur en 1905 [2] n’est, rappelons- 
le, qu’une variante de celui utilisé antérieurement par 
T. Smith [3], et est obtenu par culture du B. coli dans du 
jus de viande de veau, préalablement neutralisé. La culture 
ainsi obtenue, portée a 100°, est ensuite additionnée de pep- 
tone et de glucose a 2 p. 1.000. Cette formule empirique, com- 
portant l’addition de glucose aprés fermentation par le B. colli, 
indique déja que l’utilité de cette fermentation ne réside pas 
dans la destruction du glucose contenu dans la viande ; en 
réalité, comme nous le montrerons plus loin, cette fermenta- 
tion préalable s’oppose a l’acidification excessive du milieu 
par les produits issus de la désintégration de ce sucre. Depuis 
quelques années, l’étude attentive de la nutrition du bacille 
diphtérique a définitivement corrigé les préventions anciennes 
a l’égard de Vemploi des sucres et a conduit beaucoup 
d’auteurs a faire entrer certains d’entre eux dans la composi- 
tion des milieux servant a la préparation de la toxine diphté- 
rique. C’est ainsi qu’en 1929, Ramon [4] recommanda |’addi- 
tion de glucose, 4 la concentration de 2 p. 1.000, au bouillon 
Martin. Pope et Healey [5], ultérieurement, montrérent les 
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avantages de l’emploi du maltose, particuliérement favorable 
a la croissance du bacille diphtérique, et qui fut utilisé dans 
la suite par Marbe, par Loiseau et Philippe, par Taylor, etc. 


* 
* * 


Les données recueillies actuellement au sujet de l’action des 
facteurs de croissance sur la toxinogénése concernent princi- 
palement le bacille diphtérique. Aussi est-ce des conditions de 
la production de la toxine diphtérique que nous nous occu- 
perons tout d’abord, en mentionnant ensuite quelques résul- 
tats relatifs & la formation d’autres toxines. 

L’étude précise de cette question devait étre, théoriquement 
facilitée par Pobtention de cultures du bacille diphtérique en 
milieux synthétiques. Aussi les efforts tentés dans ce sens ont- 
ils été nombreux, et c’est & Braun et & ses collaborateurs [6] 
que lon en doit Jinitiative. Par l'étude attentive des 
exigences nutritives du bacille diphtérique, ces auteurs ont 
réussi & préparer un milieu synthétique convenant a la culture 
de ce germe. [ls ont reconnu que cette culture exige notam- 
ment la présence de cystine, dont la nécessité a été confirmée 
dans la suite par plusieurs auteurs (Ehrismann [7], Schmidt [8)). 
Le milieu synthétique composé par Braun et Hofmeier ren- 
ferme en outre, en plus de divers sels, de l’asparaginate et de 
Vacétate de soude. Mais les cultures dévcloppées dans ce 
milieu sont trés peu toxiques. A ce point de vue, des pro- 
eres considérables ont été réalisés, dans ces toutes derni¢res 
années, par Mueller et ses collaborateurs. N’obtenant, en. 
milieu synthétique, de cultures riches en toxine qu’a la con- 
dition d’ajouter au milieu une petite quantité de matériaux 
non synthétiques, extrait Liebig ou extrait de foie, Mueller [9] 
chercha 4 déterminer, par des fractionnements successifs, la 
nature des substances utiles apportées par ces extraits. De ses 
recherches publiées l’an dernier [40, 44], il résulte que l’acti- 
vité de l’extrait de foie est essentiellement due a la béta- 
alanine qui, par ailleurs, comme l’a reconnu Willams, excite 
la croissance de Ja levure et serait un des composants du bios, 
et 4 Vacide nicotinique qui, & ce point de vue, se montre dix 
fois plus actif que l’amide correspondante, laquelle, on le 
sait, est un facteur de croissance du staphylocoque, qui l’uti- 
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lise sans doute pour fabriquer la cozymase, récemment iden- 
tifiée par A. et M. Lwoff au facteur V indispensable a& la crois- 
sance des bactéries hémophiles. D’autre part, Mueller a isolé 
de V’urine de vache, dont on l’extrait plus facilement qu’a 
partir du foie, un diacide de la série grasse, l’acide pimé- 
lique C;H,, (CO.H),, extrémement actif sur la croissance du 
bacille diphtérique. L’addition, au milieu de base, de ces trois 
substances actives : béta-alanine, acides pimélique et nicoti- 
nique, permettrait le développement d’une culture dont le 
poids atteint les deux tiers de celui de la culture développée 
en présence d’extrait de foie ; ces substances représentent 
donc les principaux principes actifs de cet extrait. D’autre 
part, l’addition de ces trois substances & un milieu simple 
constitué des produits de hydrolyse acide de la gélatine, addi- 
tionnés de quelques acides aminés, dont la cystine, de sels, 
d’acide lactique, de glucose et de maltose, a fourni tout récem- 
ment 4 Johnson, Pappenheimer et Robinson [42] un milieu per- 
mettant l’obtention d’une toxine diphtérique de titre trés 
élevé, compris entre 45 et 60 unités. 

Ces remarquables progrés réalisés principalement sous 
Vimpulsion de Mueller, dans la question de la production de 
toxines actives en milieux simples, ne suppriment pas toutefois 
Vintérét des résultats obtenus en milieux plus complexes, a 
base de peptone. A ce propos, signalons tout d’abord que ces 
milieux plus complexes peuvent eux-mémes bénéficier de 
l’adjonction de certaines des substances nécessaires a ]’obten- 
tion de cultures prospéres en milieu synthétique. C’est ainsi 
que, d’aprés G. et I. Scheff [43], Vaddition de cystine au 
milieu de Pope, & base de peptone, y doublerait 4 peu prés 
la production de toxine, tandis que la cystéine, au contraire, 
serait défavorable a la toxinogénése. C’est & leur teneur élevée 
en cystine que ces auteurs attribuent le fait que la protéose- 
peptone Difco et la peptone de Witte conviennent mieux a la 
production d’une toxine forte que les autres peptones com- 
merciales. D’aprés Hida et Suzuki [44], la cystine, l’arginine 
et VPhistidine seraient toutes trois favorables 4 la production 
de la toxine ; le premier de ces acides aminés stimulerait le 
développement microbien, tandis que les deux autres agi- 
raient plutot sur la toxinogénése. 
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Les besoins nutritifs du bacille diphtérique sout donc, on 
le voit, assez complexes, et son développement optimum exige 
l’intervention de substances multiples dont quelques-unes 
seulement ont été identifiées, sans qu’il soit encore possible 
de distinguer nettement celles qui se bornent a exciter le 
développement microbien de celles qui agissent directement 
sur la formation de la toxine, une production plus abondante 
de toxine apparaissant généralement liée & une culture plus 
riche. C’est sans doute a l’intervention de substances non 
encore définies qu’il faut attribuer la possibilité d’améliorer 
la composition de milieux cependant complexes, comme le 
bouillon peptoné, notamment par adjonction de fragment 
d’organe frais (Robinson et Meader [45}), activant fortement 
la croissance microbienne, et, corrélativement, la production 
de la toxine. L’influence exercée par la levure sur la toxino- 
génése en bouillon peptoné offre, a cet égard, un intérét parti- 
culier, du fait que, comme nous le montrerons dans les pages 


suivantes, nous avons pu préciser le mode d’action de ce 
produit. 


* 
ee 
Nous avons utilisé pendant plusieurs années, pour la pré- 
paration de la toxine diphtérique 4 l'Institut Pasteur de 
Bruxelles, le bouillon Martin modifié selon les indications 


fournies par Loiseau et Philippe [46] en plusieurs notes parues 


dans les Comptes rendus de la Société de Biologie, en 1933 et 
1934. 


Comme le bouillon Martin primitif, ce milieu est essentiellement 
constitué des produits de l’hydrolyse pepsique d’estomacs de pore, 
poursuivie pendant vingt-quatre heures 4 la température de 45-48°. 
Aprés arrét de la digestion pepsique par chauffage 4 80°, le liquide, 
conservé 4 froid, est soumis 4 deux décantations effectuées 4 deux jours 
d’intervalle, puis amené a pH 7,4 par addition de lessive de soude. Il 
est ensuite chauffé et filtré, puis mélangé & demi-volume de macéra- 
tion de viande de veau. Le mélange ainsi obtenu est alcalinisé 4 pH 8,2, 
puis porté a 92°, filtré et réparti par 500 cent. cubes en ballons de 
Fernbach d’une capacité de 2 litres, et enfin, aprés addition d’acétate 
de soude, stérilisé par chauffage 4 112° pendant vingt minutes. Aprés 
stérilisation, le bouillon recoit du glucose et du maltose, aux concen- 
trations respectives de 2 et 6 p. 1.000, introduits sous forme de solu- 
tion stérilisée & part. Le bouillon ainsi préparé est ensemencé de la 
souche Am. 8 et les cultures séjournent a 35-36° pendant onze ou 
douze jours. 
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Mais l’emploi de ce milieu nous a donné des résultats extré- 
mement irréguliers. Souvent aux environs de 15 unités par 
centimétre cube, le titre de la toxine obtenue dans ce milieu 
n’a que rarement dépassé 20 unités. Trés souvent les cultures, 
qui dans ce cas s’acidifiaient, ne se développaient que de 
facon trés maigre, fournissant une toxine titrant moins de 
10 unités et méme, comme ce fut le cas pour un quart environ 
des lots préparés au cours d’une année, moins de 5 unités 
par centimétre cube. De telles irrégularités ont été constatées 
dans d’autres instituts, et dés 1934, Schmidt [47], qui 
employait le bouillon Martin glucosé & 2 p. 1.000, les avait 
signalées. Or, nous avons reconnu que l’on peut parer A cet 
inconvénient, et obtenir réguliérement des toxines de titre 
trés élevé, habituellement compris entre 35 et 45 unités Lf, 
par laddition de levure au cours de la préparation du 
milieu. La levure est ajoutée, a la concentration optimale de 
3 grammes par litre de bouillon, au moment ou Ja macéra- 
tion d’estomacs, soumise a l’hydrolyse pepsique, a été, aprés 
deux décantations successives, alcalinisée 4 pH 7,4, chauffée 
puis filtrée. Elle macére jusqu’au lendemain dans ce milieu 
légérement alcalin, qui est ensuite traité selon la technique 
habituelle, c’est-a-dire mélangé 4 demi-volume de macération 
de viande de veau — dont |’addition est en réalité superflue 
et peut étre supprimée, — puis alcalinisé & pH 8,2, chauilfé, 
filtré, etc. 

Nous résumerons ci-aprés les résultats de |’étude du mode 
d’action de la levure qui, aprés avoir fait l’objet d’une note 
préliminaire & la Société de Biologie [48], ont été développés 
dans un article en cours d’impression dans le Bulletin de 
VAcadémie de Médecine de Belgique [19]. Signalons a ce 
propos que, quelques semaines aprés la présentation de notre 
note préliminaire 4 la Société de Biologie, Mustafa [20] a 
publié, a cette méme Société, une note décrivant |’action 
favorable exercée, sur la production de la toxine diphtérique, 
par l’addition au bouillon Martin d’extrait de levure introduit 
a l’état frais, apres filtration sur bougie. 

Cette étude nous a montré que la levure agit, dans ce cas, 
en favorisant l'utilisation des glucides par le bacille diphté- 
rique. En l’absence de sucres, en effet, le bouillon traité par 
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la levure fournit une toxine dont le titre est égal, ou n’est 
que peu supérieur, a celui de la toxine obtenue en bouillon 
témoin sans levure. Par contre, l’addition de sucres (glu- 
cose 2 p. 1.000, maltose 6 p. 1.000) accroit considérablement 
la production de toxine dans le premier de ces milieux, tandis 
qu’elle influence de facon trés variable la toxinogénése en 
bouillon témoin. Parfois trés favorable & la production de 
toxine dans ce dernier milieu, l’addition des sucres a souvent 
pour effet d’y entraver la culture qui, dans ce cas, s’acidifie 
et produit une toxine de titre trés inférieur a celui de la 
toxine obtenue dans le méme milieu, non additionné de 
sucres. C’est ce qui ressort a l’évidence du tableau ci-dessous, 
indiquant les titres toxiques obtenus, pour une série de lots 
différents, en bouillon traité ou non par la levure, avec ou 
sans sucres. 


DESIGNATION DES LOTS 
a 


TITRE 


exprimé en Lf, des toxines obtenues en 
T 20) J21)S 21) U 21) X21) Z 21 


. Bouillon témoin sans sucres . . .}| 16] 41] 15] 13] 4154 44 
. Bouillon témoin avec sucres ...| 3] 2) 8] 24) 28] 44 

Rouillon-levure sans sucres. . . .| 48} 46] 15] 16] 45] 44 
. Bouillon-levure avec sucres. . . .| 37] 32] 40] 32] 35] 40 


Ces inégalités observées dans la production de la toxine 
s’accompagnent de différences paralléles dans l’abondance du 
développement microbien, dont elles paraissent corrélatives. 
C’est uniquement, semble-t-il, en favorisant la croissance de 
la culture que la levure accroit la production de toxine : en 
bouillon-levure additionné de sucres, la culture, extrémement 
prospére, se développe en plusieurs voiles successifs. D’autre 
part, la réaction finale du bouillon toxique, toujours trés alca- 
line lorsque le milieu n’a pas été additionné de sucres, différe, 
pour ce qui concerne les cultures en bouillon sucré, selon que 
le milieu a été ou non traité par la levure. Réguliérement 
compris entre 8 et 8,5 en bouillon-levure, le pH terminal 
varie trés sensiblement, selon les lots, en bouillon témoin. 
Dans ce cas, alcaline si la culture a été prospére, la réaction 
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finale est, comme nous I|’avons déja signalé, acide lorsque le 
développement a été maigre. C’est ainsi que, pour ce qui con- 
cerne les lots dont il est question dans le tableau ci-dessus, 
le pH final du bouillon témoin sucré était respectivement de 
6,8 pour le lot T 20 ; 6,5 pour le lot I 22 ; 6,7 pour L 22 et 
3,9 pour N 22. 

Tout se passe donc, en somme, comme si I’utilisation fruc- 
tueuse des sucres par le bacille diphtérique exigeait la pré- 
sence d’un facteur contenu dans la levure et existant,. en 
quantité toujours faible et extrémement variable, dans le 
bouillon Martin. Lorsque ce bouillon renferme ce facteur en 
quantité particuliérement faible, l’addition de sucres pro- 
voque une véritable « indigestion acide » entravant le déve- 
loppement microbien et la toxinogénése. Le traitement du 
bouillon par la levure, y introduisant ce facteur en grande 
quantité, permet l'utilisation fructueuse des sucres et, de ce 
fait, accroit fortement le développement microbien et, corré- 
lativement, la production de toxine. 

Avant de chercher & préciser la nature et le réle de ce 
facteur, nous résumerons briévement les résultats fournis par 
l'étude du comportement, & cet égard, de divers glucides. 

Si lon compare Il’action, sur la culture, des divers hexoses 
et diholosides que le bacille diphtérique est capable de désin- 
tégrer, on constate que, employés 4 la méme concentration, 
ils exercent des effets différents, en rapport avec les inégalités 
de vitesse de leur destruction par la culture. C’est ainsi qu’a 
la concentration de 6 p. 1.000, le maltose, qui ne se désin- 
tegre que lentement, n’acidifie pas la culture, méme en 
bouillon témoin, et, de ce fait, est toujours bien toléré et le 
plus souvent trés favorable au développement microbien et a 
la production de toxine. Par contre, 4 cette méme concentra- 
tion, le glucose et son épimére le mannose, dont la désinté- 
gration affecte une allure véritablement explosive, déter- 
minent, das Je début du séjour a l’étuve, une acidification 
rapide et considérable du milieu, que celui-ci ait été traité ou 
non par la levure. Dans ce cas le pH, compris au départ entre 
8 et 8,2, descend en deux jours 4 5,3 environ, taux auguel il 
se maintient désormais ; cette acidité considérable inhibe, dés 
son début, le développement de la culture dont la toxicité 
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négligeable ne peut étre titrée par la méthode de floculation. 
Aussi, pour déceler l’influence du traitement par la levure sur 
le métabolisme du glucose, convient-il de faire agir celui-ci 4 
concentration plus faible. En effet, en dessous d’une concen- 
tration limite voisine de 4 p. 1.000, le glucose ne nuit jamais 
4 la culture en bouillon-levure dont la réaction, au sortir de 
l’étuve, est alcaline, tandis qu’il est encore susceptible 
d’entraver la culture en bouillon témoin qui, dans ce cas, 
s’acidifie fortement. On peut aussi saisir l’influence exercée 
par la levure, en ajoutant le glucose & concentration plus 
élevée, a la condition de neutraliser par addition de craie au 
milieu les acides issus de la désintégration de ce sucre ; dans 
ces conditions, la croissance et la toxinogénése sont sensible- 
ment plus intenses en bouillon-levure qu’en bouillon témoin. 

L’influence de la levure sur |’utilisation du maltose qui, se 
désintégrant lentement, ne libére que peu a peu le glucose 
producteur d’acides, se traduit par l’élévation beaucoup plus 
accusée du titre, aprés addition de maltose a 6 p. 1.000, en 
bouillon-levure qu’en bouillon-témoin. Au surplus, si l’on 
introduit ce sucre a la concentration de 2 p. 100, on observe, 
dans certains cas, l’acidification finale du bouillon témoin, 
tandis que la culture en bouillon-levure demeure alcaline. 

Le comportement du galactose et du lévulose est, & ce point 
de vue, intermédiaire entre celui du glucose et celui du mal- 
tose. A la concentration de 6 p. 1.000, ces deux hexoses déter- 
minent, en effet, le plus souvent, une forte acidification du 
bouillon témoin, ot la production de toxine se trouve extré- 
mement réduite, tandis qu’ils stimulent fortement, en 
bouillon traité par la levure, la toxinogénése et le développe- 
ment de la culture qui, au sortir de ]’étuve, se montre 
alcaline. Mais a plus forte concentration, soit 12 p. 1.000 par 
exemple, le galactose inhibe la culture méme en bouillon- 
levure, par la formation d’acides en quantité excessive. 

Quel que soit le sucre employé, parmi ceux que le bacille 
diphtérique peut désintégrer, le traitement du bouillon par la 
levure exerce donc un double effet ; d’une part, i] augmente 
la tolérance de la culture a l’égard du sucre, dont la concen- 
tration minimale susceptible d’entraver la culture est toujours 
plus élevée en bouillon-levure qu’en bouillon témoin ; d’autre 
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part, il accroit trés fortement les effets favorables de l’addi- 
tion de sucres, dans certaines limites de concentration, sur le 
développement de la culture et la production de toxine. 

On peut préciser, dans une certaine mesure, le mode 
d'action de la levure dans ce phénoméne, en pratiquant con- 
jointement, sur des échantillons prélevés de deux en deux 
jours au cours du séjour a l’étuve, la détermination du pH et 
le dosage, par la méthode de Bertrand, du sucre persistant 
dans le liquide de culture. Ces déterminations, dont les résul- 
tats détaillés figurent dans notre mémoire présenté a 1’ Aca- 
démie de Médecine de Belgique, effectuées sur des cultures en 
bouillon additionné de galactose & 6 ou 8 p. 1.000, montrent, 
tout d’abord, que la consommation du sucre est toujours plus 
rapide et plus importante en bouillon traité par la levure 
qu’en bouillon témoin. Tandis que, dans le premier de ces 
milieux, le sucre a complétement disparu aprés six ou huit 
jours, il en persiste toujours une quantité plus ou moins 
grande dans le second, au sortir de |’étuve, soit onze jours 
aprés l’ensemencement. La destruction du sucre entraine dans 
les deux milieux, dés le début du séjour a l’étuve, une chute 
souvent trés importante du pH, et qui, lorsque la quantité de 
sucre désintégré est beaucoup plus grande en bouillon-levure 
qu’en bouillon témoin, peut étre sensiblement plus accusée 
dans le premier de ces milieux que dans le second. Mais 
tandis que dans le premier le pH se redresse fortement, pen- 
dant la seconde moitié du séjour a |’étuve, jusqu’a redevenir 
alcalin, il ne varie plus guére, 4 ce moment, en bouillon 
témoin. 

On peut donc conclure de ces résultats que le traitement du 
bouillon par la levure, d’une part, permet une consommation 
plus active du sucre par la culture et, d’autre part, augmente 
aptitude de la culture & se débarrasser des acides résultant 
de cette consommation, en s’opposant ainsi, de facon efficace, 
au développement, et surtout a la persistance d’une acidité 
excessive, nuisible au développement microbien et a la toxino- 
génese. 

Ceci semble indiquer que l’influence de la levure sur l’utili- 
sation des glucides par le bacille diphtérique ne se limiterait 
pas a la premiére é6tape de leur désintégration, aboutissant a 
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la formation d’acides, mais porterait également sur la com- 
bustion des acides issus du sucre. Des expériences, visant a 
aborder directement cette question, sont encore en cours 
actuellement, mais les résultats recueillis jusqu’a présent nous 
autorisent déja & conclure que le traitement du bouillon par 
la levure favorise, de fagon appréciable, l’oxydation du 
radical acétique. C’est ce qui ressort des résultats réunis dans 
le tableau ci-dessous qui compare, pour plusieurs lots de 
bouillon, le titre toxique et le pH terminal des cultures en 
bouillon, traité ou non par la levure, soit additionné d’acétate 
de soude, & la concentration de 6 p. 4.000 ou de sucres (glu- 
cose 2 p. 1.000, maltose 6 p. 4.000), soit n’ayant recu aucun 
de ces produits. Nous consignons dans la derniére colonne de 
ce tableau, sous la mention « bouillon formule ordinaire », les 
titres obtenus dans le milieu habituellement employé pour la 
préparation de la toxine et qui, comme nous l’avons rappelé 
précédemment, recoit, en plus de ces sucres, une petite quan- 
tité d’acétate de soude, qui y est ajouté a la concentration de 
3,0 p. 1.000 environ. 


N 


BOUILLON 
+ acélate de soude 
BOUILLON 


BOUILLO 
sans addition 
formule ordinaire 


Titre toxique. = . 
pH terminal... 
DLT ert OxaeyT eae 
pH terminal... 


Bouillon-levure . 
Lot R22 


; ( Bouillon témoin. 


Titre stoxique. 29. 
pH terminal... 
Titre toxique. C 
pH terminal... 


, 


Bouillon-levure . 
Lot B23. 
Bouillon témoin. 


Titre toxique. . . 
pliterminal.. . 
Litre tiexmienie sya. 


Bouillon témoin. , pH terminal. . . 


Bouillon-levure . 
| | 
l 


On constate que, dans ces divers lots, l’addition d’acétate 
de soude a constamment favorisé la production de toxine et, 
d’autre part, a accru sensiblement l’alcalinité du milieu, sans 
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doute en raison de la formation de carbonate aux dépens de 
ce sel : compris au départ entre 8 et 8,2, le pH du bouillon 
additionné d’acétate de soude est, en effet, voisin de 8,8 en fin 
de culture. D’autre part, du moins pour ce qui concerne deux 
des lots envisagés dans le tableau ci-dessus, l’addition d’acé- 
tate de soude a accru la production de toxine de facon sensi- 
blement plus marquée en bouillon traité par la levure qu’en 
bouillon témoin. Mais l’influence de la levure, sur l’utilisa- 
tion de l’acétate, est moins accusée que sur l'utilisation des 
glucides : ceci n’est pas étonnant, car la valeur nutritive du 
sucre est trés supérieure & celle de l’acétate ; au surplus, dans 
le cas des sucres, la différence, selon qu’il s’agit de bouillon 
traité ou non par la levure, s’accuse encore sous l’influence de 
Vacidification persistante, nuisible a la toxinogénése, que 
détermine souvent la consommation des glhucides en bouillon 
témoim. Signalons enfin que, contrairement a l’acétate, le lac- 
tate de soude a accru la toxinogénése dans une proportion 
sensiblement égale en bouillon-levure et en bouillon témoin ; 
d’autre part, des essais actuellement en cours recherchent si 
la levure influence l'utilisation, par le bacille diphtérique, 
d’autres produits intermédiaires du catabolisme des glucides, 
comme l’acide pyruvique. 

En résumé, nous pouvons donc conclure, jusqu’a présent, 
que le traitement du bouillon par la levure agit au moins sur 
deux étapes de la décomposition des sucres : soit, sur la pre- 
mitre étape et, d’autre part, sur la combustion de I’acide 
acétique. 

Pour ce qui concerne la nature des principes actifs de la 
levure, nous ne disposons, jusqu’a présent, que de renseigne- 
ments peu précis. A ce propos, nous signalerons d’abord que, 
pour produire son effet maximum sur la croissance et la toxi- 
nogénese, la levure doit étre introduite en concentration rela- 
tivement grande, soit, au mieux, 5 grammes par litre de 
bouillon. En dessous de cette concentration, nos essais 
indiquent ]’existence d’un rapport entre la quantite de levure 
utilisée et V’intensité de l’effet observé sur la production de 
toxine. I] ne nous a pas été possible, jusqu’é présent, d’iden- 
tifier les principes en cause. Signalons toutefois qu’ils sont 
thermostables en milieu légérement alcalin, quils n’ont pu 
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étre extraits par l’alcool ni par l’acétone, et que l'on peut 
préparer un extrait actif par ébullition d’une suspension de 
levure de biére dans l’eau. Diverses substances agissant sur 
la nutrition, obtenues actuellement a l'état pur et contenues 
dans la levure, ont été éprouvées, & ce point de vue, sans 
succes ; c’est le cas notamment des vitamines B, et B,, du glu- 
tathion et de la cozymase. 

Nous terminerons l’exposé de cette question en indiquant 
que l’addition au bouillon Martin, de divers microorganismes 
ou produits autres que la levure favorise également la pro- 
duction de toxine, bien que de facon généralement beaucoup 
plus faible que ne le fait l’addition de levure. Les cultures de 
sarcines jaunes, toutefois, ont exercé sur la toxinogénése une 
action & peu pres aussi marquée que celle de la levure. D’autre 
part, en ajoutant 4 du bouillon Martin un dixiéme de son 
volume d’une culture de B. coli dans le méme bouillon, laissée 
a l’étuve pendant une nuit puis stérilisée par ébullition, nous 
avons obtenu, aprés addition d’acétate et de sucres, un milieu 
dans lequel la production de toxine, bien que beaucoup moins 
abondante qu’en bouillon additionné de levure, fut cependant 
nettement supérieure a celle obtenue en bouillon Martin 
témoin. Au surplus, tandis que la culture dans ce dernier 
milieu était acide au sortir de ]’étuve, celle en bouillon addi- 
tionné de culture de B. coli était, & ce moment, alcaline. Ceci 
explique les résultats favorables que l’emploi du B. coli a 
fournis antérieurement a Th. Smith et a Hitchens. 


* 
* 


Il nous parait utile, avant de terminer ce rapport, d’y 
résumer briévement les données relatives au réle joué par les 
sels minéraux dans la formation des toxines. A ce point de 
vue également, les données les plus précises concernent la 
toxine diphtérique. En 1922 déja, Walbum [24] a montré que 
Vaddition d’une petite quantité de MnCl, accroit considéra- 
blement la production de cette toxine dans un milieu a hase 
de viande de veau fermentée par le B. coli, de peptone de 
Witte et de glucose. En 1930, Locke et Main [22] ont constaté 
que si l’on diminue la concentration du cuivre dans Je milieu 
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de culture, on y réduit la production de la toxine diphtérique, 
sans toutefois influencer la croissance microbienne. En un tra- 
vail postérieur, Pope [23] a étudié trés attentivement les effets 
de l’addition de cuivre ou de fer au milieu simple dont il a 
donné la formule et qui, A base de peptone, recoit en outre 
du sulfate de magnésie, des phosphates disodique et dipotas- 
sique, du lactate et du succinate de soude et, enfin, du glucose 
a 2p. 4.000. L’addition de petites quantités de fer (0 milligr. 5 
par litre) & ce milieu y augmenterait fortement la croissance 
microbienne et la toxinogénése. Fait intéressant au point de 
vue du mode d’action de ce métal, cette addition de fer aurait 
pour effet d’écourter et de réduire la phase acide développée 
par la destruction du glucose que contient le milieu. La phase 
acide étant abrégée, la réalcalinisation de la culture est plus 
précoce et la réaction finale plus alcaline lorsque le milieu a 
été additionné de fer ; égal & 8,6 dans ce cas, le pH terminal 
atteint seulement 7,8 en milieu témoin, n’ayant pas recu de 
fer. Le titre toxique moyen est de 17 unités dans le premier 
milieu, et seulement de 7 unités dans le milieu témoin. 
L’action du fer sur la production de la toxine serait, d’autre 
part, plus manifeste encore dans ce milieu en l’absence de 
succinate de soude : dans ce cas, nul en milieu sans fer, le 
titre toxique atteint 14 unités aprés addition de cet élément. 
Mais il convient d’ajouter que ces différences, selon que le 
milieu a été additionné ou non de fer, ne s’observent qu’a la 
condition d’avoir stérilisé le milieu par filtration sur bougie. 
Si le milicu a été stérilisé & l’autoclave, |’addition de fer se 
montre superflue ; dans un te] milieu, en elfet, le pH se 
redresse toujours précocement et la culture obtenue, trés alca- 
line, est riche en toxine. Il y aurait donc, d’aprés Pope, 
absorption par le filtre d’une substance s’opposant & l’acidifi- 
cation de la culture et dont la privation pourrait étre com- 
pensée par l’addition ultérieure de fer au milieu filtré. 
Employé en plus grande quantité, le fer nuit 4 la culture et a 
la toxinogénése. L’action du cuivre serait, d’aprés Pope, ana- 
logue a celle du fer, bien que moins marquée. 

Confirmant les résultats antérieurs de Locke et Main, et de 
Pope, G. et I. Scheff [43] trouvent que le cuivre, a la concen- 
tration d’environ 0 milligr. 3 pour 100 cent. cubes, accroit la 
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production de la toxine diphtérique ; par contre, dans leurs 
essais, addition de fer s’est montrée défavorable. Ces désac- 
cords au sujet de l’utilité du fer, selon les auteurs, s’expliquent 
vraisemblablement par les différences de composition des 
milieux de culture employés, dont la teneur initiale en fer, 
en particulier, est sans doute variable. C’est ainsi que Pope 
observa que, tandis qu'il favorise la production de toxine 
dans le milieu simple dont nous avons rappelé plus haut la 
composition, le fer, ajouté & la méme concentration, nuit régu- 
liérement & la toxinogénése dans le milieu & base de viande 
soumise 4 la digestion trypsique, que cet auteur emploie pour 
la préparation courante de la toxine diphtérique : dans ce 
milieu, en effet, la production de toxine est réduite de plus de 
30 p. 100 aprés l’addition de fer. Plus récemment, Pappen- 
heimer et Johnson [24] ont confirmé les effets favorables du 
fer a trés petite dose, ainsi que l’action nuisible de ce métal 
en dose plus forte. Ils l’introduisent en petite quantité dans 
le milieu simple qui, comme nous Il’avons rappelé précédem- 
ment, leur permet d’obtenir des toxines titrant de 45 a 
60 unités. 

Nous-méme avons constaté, mais de facon irréguliére, les 
effets favorables de l’addition, au bouillon traité par la levure, 
d’une trés petite quantité de sulfate ferrique, introduit aprés 
stérilisation, & raison d’une goutte d’une solution a 5 p. 1.000 
dans 500 cent. cubes de bouillon. Dans un des lots, ot |’action 
du fer fut particuliérement sensible, le titre toxique, qui était 
de 32 unités dans le milieu témoin sans fer, atteignit 56 unités 
dans le méme milieu, additionné de sulfate ferrique, mais 
l’action de ce sel fut moins marquée dans d’autres lots. 
D’autre part, l’addition de sulfate de magnésie s’est également 
montrée favorable dans certains cas. Employé a dose dix fois 
plus forte, le sulfate ferrique réduisit considérablement la cul- 
ture et la toxinogénése. 

Il est probable que le fer, dont l’utilité est donc bien établie, 
sert a l’édification, par le bacille diphtérique, de ferments 
respiratoires. Rappelons, a ce propos, Vimportance que pré- 
sente, pour la préparation d’une toxine active, l’aération de 
la culture : c’est, on le sait, en raison de cette importance 
que, pour la production de cette toxine, l’usage s’est généra- 
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lisé de répartir le milieu de culture en couche mince. C’est un 
point sur lequel Siebenmann [25], en particulier, a récemment 
insisté. 

Comme nous l’avons signalé au début de ce rapport, nous 
ne disposons, en dehors de ce qui concerne le bacille diphté- 
rique, que de données peu nombreuses au sujet de l’action de 
facteurs de croissance sur la toxinogénése. La toxine téta- 
nique, en particulier, se prépare dans des milieux complexes 
dont l’analyse, au point de vue des facteurs de croissance 
qu’ils renferment, n’a guére encore été faite, A notre connais- 
sance. Nous signalerons toutefois le travail consacré récem- 
ment par O’Meara [26] aux facteurs influencant les propriétés 
réductrices du milieu de culture et agissant, de ce fait, sur la 
croissance du bacille tétanique. D’aprés cet auteur, la pré- 
sence de traces de fer favoriserait cette croissance, tandis que 
le cuivre l’inhiberait. Pour ce qui concerne le streptocoque, 
les facteurs favorisant le développement microbien ne se con- 
fondraient pas (Meader et Robinson [27], 1920) avec ceux qui 
stimulent la formation de l’hémolysine, dont la production 
serait liée a la présence, dans le milieu, d’un composé phos- 
phoré et d’une substance inconnue existant dans les tissus et 
les humeurs. D’aprés Smith [28], d’autre part, il serait 
possible de distinguer, dans les peptones commerciales, deux 
fractions différant par l’action sur la croissance du strepto- 
coque et sur la formation de l’hémolysine par ce microbe. La 
premiere, constituée de grosses molécules ne dilfusant pas 
rapidement a travers la cellophane, jouerait un rdle essentiel 
dans la formation de l’hémolysine, tandis que la seconde, 
formée de véritables peptones & poids moléculaire moins élevé, 
exciterait la croissance microbienne sans agir sur 1’élabora- 
tion de lhémotoxine. 
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ADDENDUM 


Depuis l’envoi de notre manuscrit, nous avons poursuivi l’étude de 
la nature des facteurs responsables de l’action de la levure dans le 
phénoméne envisagé ci-dessus. Nous inspirant des résultats obtenus 
par Mueller et ses collaborateurs, nous avons ajouté, au bouillon témoin 
non traité par la levure, les trois substances auxquelles ces auteurs 
attribuent le role de facteurs de croissance pour le bacille diphtérique, 
c’est-a-dire l’acide pimélique, la béta-alanine et l’acide nicotinique. 
Dans ces conditions, nous avons obtenu une toxine titrant 17 unités 
par centimétre cube, tandis que la toxine fournie par le bouillon 
témoin du méme lot en titrait 4, le bouillon-levure nous ayant donné 
une toxine titrant 58 unités. L’addition de ces trois facteurs a donc 
exercé sur la production de la toxine, une influence favorable bien 
marquée, mais cependant nettement inférieure a celle de la levure. 
Enfin, nos derniers résultats indiquent que, parmi ces trois substances, 
seul l’acide nicotinique serait actif. 
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